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RESUMO

Feridas cronicas atingem cerca de 15% da populacdo mundial trazendo consequéncias sociais,
econdmicas e psicologicas a seus portadores. Na tentativa de reduzir esse indice novas
tecnologias e o0 uso de produtos naturais anti-inflamatdrios tem sido abordados por diversos
pesquisadores como recursos mais convenientes para a prevencdo e tratamento de feridas
crénicas. O 6leo de Rosa Mosqueta (RM) possui uma vasta gama de substancias naturais com
capacidade anti-inflamatérias e provavel propriedade cicatrizante como o betacaroteno e os
acidos graxos oleico, linoleico, linolénico e ursolico. Diante do exposto, 0 presente estudo
teve por objetivo aliar a terapia clinica a tecnologia farmacéutica, incluindo o 6leo RM em um
produto elegante, estavel e com efetividade na cicatrizacdo de feridas cronicas. Para tanto, o
trabalho foi estruturado em trés etapas, sendo a primeira delas a busca de literatura cientifica
que justificasse o desenvolvimento de um produto farmacéutico contendo éleo de RM; a
segunda consistiu no desenvolvimento do produto, emulsdo a base de 6leo de RM, assim com
a execucao de seu estudo de estabilidade acelerada, finalizando com a terceira etapa através
da avaliacdo da eficécia in vivo da emulsdo de 6leo de RM em comparagéo ao 6leo de RM
puro. Foram elaboradas emulsfes 6leo em agua (O/A) com 6leo de RM em quatro diferentes
concentragdes (15%, 25%, 30%, 50%). A emulsdo mais concentrada e com melhor
caracteristica estética (30% de 6leo de RM — E30), juntamente com emulsdo de 6leo mineral
30% (OM30), amostra de 6leo de RM puro (S100) e solucdo a 30% de 6leo RM (S30) foram
submetidas ao estudo de estabilidade acelerada em camara climatica (40°C e 75% UR) por 90
dias. Os parametros fisico-quimicos (cor, odor, consisténcia, cremeacdo, espalhabilidade e
pH), quimicos — (capacidade antioxidante e dosagem de betacaroteno) e microbioldgicos das
emulsdes e solugdes oleosas previamente citadas foram analisados nos dias 1, 7, 15, 30, 60, e
90 apobs elaboracdo e envase. Em adicdo, as emulsdes (E30 e OM30) e solucBes recém-
elaboradas (S30 e S 100), assim como gel de colageno a 50% (controle positivo - C50) e
solucdo fisioldgica 0,9% (controle negativo - SF) foram utilizados em estudo in vivo com 144
ratos Wistar adultos aleatorizados em 6 grupos de tratamento. Os animais foram anestesiados
e submetidos ao procedimento cirdrgico para retirada de fragmento da regido dorsal até
exposicdo da fascia muscular. As lesGes foram tratadas diariamente utilizando cada produto
de acordo com o grupo de andlise e avaliadas quanto a presenca de fibrina, necrose ou
granulacdo em leito e taxa de retragdo. Nos dias 7, 14 e 21 de cicatrizacdo, 8 animais de cada
grupo foram eutanasiados para coleta dos fragmentos da lesdo usados na confeccao de lamina
histolégica. As laminas foram coradas por hematoxilina eosina para avaliagcdo de infiltrado
inflamatorio, neoangiogénese e reepitelizacdo e pela coloracéo picrosirius para avaliagdo da
deposicdo e organizacdo de colageno. A andlise estatistica foi realizada em programa SPSS
20.0, considerando-se valores significantes p<0,05. A emulsdo E30 elaborada mostrou
caracteristicas organolépticas, espalhabilidade e de pH adequadas a aplicacdo tdpica,
apresentando estabilidade fisico-quimica pelo periodo de 30 dias nas condicGes de
armazenamento desse estudo. Obteve capacidade antioxidativa superior ao 6leo puro,
indicando que a formulacdo protegeu os componentes quimicos do 6leo. Os testes in vivo
mostrou que a emulsdo E30 estimulou o influxo de neutréfilos nos primeiros 14 dias de
cicatrizagdo e reduziu o numero de monaocitos no leito da lesdo aos 21 dias comparado ao
grupo SF. Também mostrou menor formacdo de tecido necrético e fibrinoso em leito
comparado aos demais grupos.

Palavras-chave: Rosa aff rubiginosa, 6leo de Rosa Mosqueta, creme de Rosa Mosqueta,
cicatrizacao de feridas.



ABSTRACT

Chronic wounds affect about 15% of the world population bringing social, economic and
psychological consequences to their patients. In an attempt to reduce that, new technologies
index and the use of natural anti-inflammatory products have been approached by several
researchers to due more convenient resources for the prevention and treatment of chronic
wounds. Rosehip oil (RM) has a wide range of natural substances with anti-inflammatory
capacity and probable healing properties such as beta-carotene and oleic, linoleic, linolenic
and ursolic fatty acids. In view of the above, the present study aimed to combine clinical
therapy with pharmaceutical technology, including RM oil in an elegant, stable product to
effective healing of chronic wounds. For this, the work was structured in three stages, the first
one being the research of scientific literature that justified the development of a
pharmaceutical product containing RM oil; the second consisted of the development of the
product, emulsion based on RM oil, as well the execution of its accelerated stability study,
finishing with the third stage by evaluating the in vivo efficacy of the RM oil emulsion
compared to the pure RM oil. The emulsions oil in water (O/W) were prepared with RM at
four different concentrations (15%, 25%, 30%, 50%). The most concentrated emulsion with
the best aesthetic characteristics (30% of RM-E30 oil), together with 30% mineral oil
emulsion (OM30), pure RM oil sample (S100) and 30% RM oil solution (S30) were
submitted to the accelerated Stability study in climatic chamber (40°C and 75% RH) for 90
days. The physicochemical parameters (color, odor, consistency, scaling and pH), chemical
(antioxidant capacity and dosage of betacarotene) and microbiological parameters of the
emulsions and oily solutions were analyzed on days 1, 7, 15, 30, 60, and 90 after elaboration
and packaging. In addition, emulsions (E30 and OM30) and freshly prepared solutions (S30
and S100), as well as 50% collagen gel (positive control - C50) and 0.9% physiological
solution (negative control - SF) were used in vivo study with 144 adult Wistar rats
randomized into 6 treatment groups. The animals were anesthetized and submitted to a
surgical procedure to remove the fragment from the dorsal region until exposure of the
muscular fascia. Lesions were treated daily using each product according to the analysis
group and evaluated for the presence of fibrin, necrosis or bed granulation and retraction rate.
On days 7, 14 and 21 of healing, 8 animals from each group were euthanized to collect the
lesion fragments used in the histological slide preparation. The slides were stained by
hematoxylin eosin for the evaluation of inflammatory infiltrate, neoangiogenesis and
reepithelialization and by picrosirius staining to evaluate the deposition and organization of
collagen. The statistical analysis was performed in SPSS 20.0 program, considering
significant values p <0.05. The elaborated E30 emulsion showed organoleptic, scatterability
and pH characteristics suitable for topical application, presenting physical-chemical stability
for the period of 30 days under the storage conditions of that study. It obtained antioxidative
capacity superior to pure oil, indicating that the formulation protected the chemical
components of the oil. In vivo tests showed that the E30 emulsion stimulated the influx of
neutrophils within the first 14 days of healing and reduced the number of monocytes in the
lesion bed at 21 days compared to the SF group. It also showed lower formation of necrotic
and fibrinous tissue in wound bed compared to the other groups.



Key Words: Rosa aff rubiginosa, Rose hip oil, Rose hip cream, wound healing.



RESUMEN

Las heridas crénicas afectan a alrededor del 15% del mundo trayendo consecuencias social,
econdmica y cambios psicol6gicos a sus portadores. En un intento de reducir esta tasa, nuevas
tecnologias y la utilizacion de productos naturales antiinflamatorios ha sido abordado por
varios investigadores como recursos mas convenientes para la prevencion y el tratamiento de
heridas cronicas. El aceite de rosa mosqueta tiene una amplia gama de sustancias naturales
capaces de accion antiinflamtéria y probable cicatrizacion de heridas como beta-caroteno y
acidos grasos oleico, linoleico, linolénico y ursolico. Por lo tanto, el objetivo de este estudio
fue combinar la terapiaclinica con la tecnologia farmacéutica, incluyendo el aceite de rosa
mosqueta en un producto elegante, estable y con eficacia en la curacién de heridas crénicas.
Por lo tanto, los trabajos se han estructurado en tres partes, la primera de las quales la
busqueda de la literatura cientifica que justifica el desarrollo de un producto farmacéutico que
contiene aceite de RM, la segunda consistio en el desarrollo de la emulsion de aceite de base
RM asi como la realizacion de su estudio de estabilidad acelerada, terminando con la terceira
etapa através de evaluacion de la eficacia in vivo de la emulsion de aceite de la RM en
comparacion con aceite puro de RM. Se han preparado las emulsiones aceite em agua (O/W)
con aceite de RM em cuatro diferentes concentraciones (15%, 25%, 30%, 50%). La emulsion
mas concentrado y con mejor funcion estética (30% de aceite de RM - E30), junto con la
emulsion de aceite mineral 30% (OM30), las muestras de aceite puro de RM (S100) y 30%
de aceite RM ( S30) fueron sometidos al estudio de estabilidad acelerada en camara climatica
(40 ° Cy 75% HR) durante 90 dias. Los parametros fisicos y quimicos (color, olor, textura,
formacion de crema, extensibilidade y pH), quimicos - (la capacidad antioxidante y la dosis
de beta-caroteno) y microbioldgico de las emulsiones y soluciones grasosas, mencionadas
anteriormente, fueron examinados en los dias 1, 7, 15, 30, 60 y 90 después de su
acondicionamiento y envasado. Ademas, las emulsiones (S30 y OM30) y soluciones recién
desarolladas (S30 y S 100), asi como el gel de coldgeno 50% (control positivo - C50) y 0,9%
de solucidn salina (control negativo - SF) fueron utilizados en el estudio in vivo con 144 ratas
Wistar adultas asignados al azar en seis grupos de tratamiento. Los animales fueron
anestesiados y sometidos al procedimento quirtrgico para la extirpacién de un fragmento de
la regidn dorsal hasta la exposicion de la fascia de musculo. Las lesiones fueron tratadas
diariamente com cada producto de acuerdo con el grupo de andlisis y evaluados para
determinar la presencia de fibrina, necrosis o granulosidad en la cama y tasa de contraccion.
En los dias 7, 14 y 21 de curacion, 8 animales en cada grupo fueron sacrificados para la
recoleccion de los fragmentos lesion utilizados en la fabricacion de portaobjetos histologico.
Los portaobjetos fueron tefiidas con hematoxilina eosina para evaluacion de infiltrado
inflamatorio, la neoangiogénesis y epitelizacion y tifiedo picrosirius para evaluacion de
deposiciones y organizacion del colageno. El analisis estadistico se realizd con el programa
SPSS 20.0, considerando valores significativos p<0,05. La emulsién E30 desarrollada mostré
caracteristicas organolépticas, extensibilidad y pH adecuados para aplicacion tdpica,
apresentando estabilidad fisica y quimica durante un periodo de 30 dias en las condiciones de
almacenamiento de este estudio. Tiene capacidad antioxidativa superior el aceite puro,
indicando que la redaccion ha protegido a los componentes quimicos del aceite. Los ensaios
in vivo mostraron que la emulsion E30 ha estimulado la afluencia de neutrofilos en los



primeros 14 dias de curacion y redujo el numero de monocitos en el lecho de la herida a los
21 dias comparado con el grupo SF. También mostré menor formacion de tejido necrético y
fibrina en el lecho en comparacidn con otros grupos.

Palabras clave: Rosa aff rubiginosa, ceite de Rosa Mosqueta, crema de Rosa Mosqueta,
cicatrizacion de heridas



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 Figura esquematica da Pele. ........ccoiiiieiiiiiie e s 2
Figura 2 Fluxograma ilustrativo do processo de CICatrizagao. ...........ccovvrvreeieeienienicresesesenes 3

Figura 3 Representacdo esquematica do influxo celular no tecido lesionado ao longo do tempo
de cicatrizacdo. Fonte: Mendonca e Coutinho-Neto, 2009. ..........ccccoveiiienieeie e 9

Figura 4 Triangulo de avaliacdo de feridas segundo o Wounds International, 2015. Adaptado:
DOWSELE €L Al, 2015, ...ttt b e 12

Figura 5 Esquema visual para avaliagdo de feridas segundo o Wounds International, 2015.
Adaptado: DOWSett et al, 2015, .......ooiieieiie e 13

Figura 6 Esquematizacdo para obtengéo das publicacfes presentes na reviséo integrativa.
BIraSilia, 2005, ... .eiiieeie ettt et e e e e e e e e e et e e e e e e et e e e st e e e e beesireeaas 24

Figura 7 Procedimentos para avaliacdo do indice de espalhabilidade. A — placa de vidro
posicionada sobre papel milimetrado; B — placa molde com orificio central; C —
preenchimento do orificio central com a amostra da emulsdo; D — visualizacdo do volume de
amostra submetido a espalhabilidade apoés retirada da placa molde; E e F — posicionamento
das placas de vidro para avaliacdo da espalhabilidade, medindo-se os didmetros horizontal e
vertical da area ocupada PEIO CrEIME. .........oiiiiiiieiee e e 34

Figura 8 Demonstrativo da avaliagdo de cor, odor e consisténcia das emulsdes durante os dias
de andlise. Brasilia, 2016. .........cccveiieieieieiese sttt ens 39

Figura 8 Demonstrativo da avaliagio de cor, odor e consisténcia das emulsdes durante os dias
de andlise. Brasilia, 2016. .........cccuiiiiiieieieie sttt 39

Figura 9 Evolucdo do indice de espalhabilidade e espalhabilidade relativa (%) das emuls6es
avaliadas ao longo dos dias de armazenamento. Brasilia, 2016. TesteAnova Two-Way com
pos-teste de Benjamini, Krieger e Yekutieli. * diferenca entre amostras A e B; # Diferencas
ENEIE AMOSIIAS A € €ttt ettt e et e e s ae e et e e be e et e e saeeebe e reeenee s 40

Figura 10 A — Correlacdo de Pearson para perda de massa e espalhabilidade; B - Esquema de
perda de massa das amostras ao longo dos dias de armazenamento. Brasilia, 2016. Teste
F N oA T« O A PRSP 40

Figura 11 Diferencas de pH entre as amostras e ao longo dos dias de armazenamento. Brasilia,
2016. TesteAnova Two-Way com pdés-teste de Benjamini, Krieger e Yekutieli. * diferenga
entre amostras A e B; # Diferencas entre amostras A € C....ooeoveeiviiniieie e 42

Figura 12 Correlacdo entre perda de massa (g) e pH longo dos dias de anélise. Correlacdo de
Pearson. Brasilia, 2016. ........c.coiueieeieiieie ettt nneenne s 43

Figura 13 Correlacdo entre pH e esplhabilidade das amostras ao longo dos dias de analise.
Correlacdo de Pearson. Brasilia, 2016. ...........ccceiveriiieieeie e ie e 43


file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565741
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565742
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565743
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565743
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565744
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565744
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565745
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565745
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565746
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565746
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565748
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565748
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565749
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565749
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565750
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565750
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565750
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565750
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565751
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565751
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565751
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565752
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565752
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565752
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565753
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565753
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565754
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565754

Figura 14 Capacidade antioxidativa in vitro nas emulsdes e amostras de 6leo ao longo dos
dias de armazenamento. B - Comparacéo (%) capacidade antioxidativa das emulsdes e do
6leo a 30% comparado ao 6leo puro, Brasilia, 2016. TesteAnova Two-Way com pés-teste de
Benjamini, Krieger e Yekutieli. p<00,1 entre Cremes € Qle0S. .........ccveveveerieriereseseseseeeaneans 44

Figura 15 Correlacdo entre pH e capacidade antioxidante in vitro (UM Trolox) das emulsdes
A (1), B (2) e C (3) ao longo dos dias de analise. p<0,001, Correlacédo de Pearson. Brasilia,
2006, ittt R R bt R Rt e Rt e Rt R e Rt R e bt R e bt e Rt Re et nenre e 44

Figura 16 Correlacao de Pearson entre espalhabilidade (mm2) e capacidade antioxidante in
vitro (mM Trolox) nas amostras estudadas ao longo dos dias. Brasilia, 2016. .............c.......... 45

Figura 17 A - Concentragdo de Betacaroteno nas amostras de 6leo ao longo dos dias de
armazenamento. B - Comparac¢do da dosagem de betacaroteno no 6leo a 30% comparado ao
6leo puro, Brasilia, 2016. Teste Anova Two-Way com pos-teste de Benjamini, Krieger e
YeKutiell, P<O,00L. ...t ettt ae e nreenre e 45

Figura 18 Apresentacdo de culturas em placas de petri das amostras analisadas ao longo dos
dias de armazenamento, Brasilia, 2016. Legenda: E30-A: emulsdo 30%, triplicata A; E30-B:
emulsdo 30%, triplicata B; E30-C: emulséo 30%, triplicata C; S100 — 6leo de Rosa Mosqueta
100%; S30 — Solucéo de dleo de Rosa MoSqueta 3090. ........ooveeriererieerienieesesie e 46

Figura 19 Procedimentos para confec¢do da ferida cirdrgica: A - Tricotomia da &rea de
confeccdo da ferida; B - Demarcacao da lesdo; C- Confeccdo da ferida. ........cccceovvverirnnnne. 53

Figura 20 Esquema de avaliacdo morfoldgica do leito da les&o por tipo de tecido presente.
Legenda: A - Tecido necrético; B - Tecido fibrinoso; C - Tecido de granulacdo; D - Tecido de
] o1 (=] 1172 o= o TSSO 55

Figura 21 Evolucéo do processo de cicatrizagdo por grupo de tratamento e tempo de
eutanasia. Brasilia, 2016. ..........ccouiiiiiieieiese e 56

Figura 22 Evolucéo das leses durante o processo de cicatrizacdo por tipo de tecido observado
em leito de acordo com o grupo de tratamento. Brasilia, 2016. Legenda: A — Tecido fibrinoso;
B — Tecido necroético; C — Tecido de granulagdo; D — Tecido de epitelizacdo. Teste Anova

Two-Way com poés-teste de Benjamini, Krieger e Yekutieli, p<0,05. ........cccovvevveieiinrnnnnnn 58

Figura 23 Proporcao de ocorréncia de lesdes periferida entre os grupos de tratamento ao longo
do tempo de cicatrizagao. Brasilia, 2016. ............ccoiuiiirieieieieie s 59

Figura 24 Mediana de tempo de cicatrizacdo por grupo de tratamento. Brasilia, 2016. Teste
Kruskal-Wallis, P=0,134. .......oooiiiiie et sree e e aneas 59

Figura 25 Taxa de retragdo das lesdes por grupo de tratamento nos dias 7, 14 e 21 de
cicatrizagdo. Brasilia, 2016. Teste de Kruskal Wallis, p=0,190..........ccccovvirmninenineninenenn 60

Figura 26 Caracteristicas histoldgicas da lesdes por grupo de tratamento nos dias
experimentais 7, 14 e 21, Brasilia, 2016. Teste Anova Two-Way com pds-teste de Benjamini,
Krieger € YeKutieli, P<O,05. ...c.oiiiiicece ettt nneene s 61


file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565755
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565755
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565755
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565755
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565756
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565756
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565756
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565757
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565757
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565758
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565758
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565758
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565758
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565759
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565759
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565759
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565759
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565760
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565760
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565761
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565761
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565761
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565762
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565762
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565763
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565763
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565763
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565763
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565764
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565764
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565765
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565765
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565766
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565766
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565767
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565767
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565767

Figura 27 Avaliacdo histoldgica qualitativa das lesdes quanto a presenca de epitelizagéo total,
microabscesso, crosta, Ulcera, coldnias e corpo estranho. Teste Exato de Fisher, *p<0,001.
Brasilia, 2016, ......ccocueiiiiiieiiii ettt e e et r e e e e e e e s e e e et e e e e teessraaeaas 63

Figura 28 Avaliacéo estetica das lesdes por tipo de tratamento. Brasilia, 2016....................... 64


file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565768
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565768
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565768
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565769

LISTA DE QUADROS E GRAFICOS

Quadro 1 Relacéo de células envolvidas no processo de cicatrizagéo e suas respectivas

FUNGDES. ...ttt bbbttt bt bbbt bt e e bt b e n s 6
Quadro 2 Composicao (%) das formulacbes desenvolvidas a base de 6leo de Rosa Mosqueta.
BraSilia, 2015, .....cueiieieieie ittt bbb 30
Quadro 3 Caracteristicas organolépticas das emulsdes ao longo dos dias de armazenamento.
BraSilia, 2016. .....c.eeieiiieiieiii et bbbt bbb ne e 41
Quadro 4 Descricdo dos parametros fisico-quimicos do éleo de Rosa Mosqueta segundo
CrOMALOGIATIA GASOSA. ...ve.vevititiriieie ettt b bbbttt b et bbb bt enes 51
Quadro 5 Composic¢do do 6leo de Rosa Mosqueta segundo analise em cromatografia gasosa*.
.................................................................................................................................................. 51
Gafico 1 Determinacgdo da curva-padrdo de trolox. Brasilia, 2016. ............cccccveveiieieeiiecnenne. 36

Gafico 2 Correlacdo das concentracfes do padrdo de betacaroteno e area do pico, equacdo da
reta e correlacdo de Pearson. Brasilia, 2016. ............cccooveiiiieiiiii i 37


file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565775
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565776
file:///C:/Users/Public/Documents/Mestrado/Projeto%20de%20Pesquisa/Dissertação/DISSERTAÇÃO_FINAL/Dissertação%20Final_Para%20imprimir_com%20figuras.docx%23_Toc467565776

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Relacdo de descritores e nimero total de trabalhos resgatados por base de dados
pesquisada. Brasilia, 2015 .........ccviiiiiieieieere e 23

Tabela 2 Trabalhos consultados na revisdo integrativa sobre 6leo de Rosa mosqueta. Brasilia,
0L OSSPSR 25

Tabela 3 Avaliacéo dos trabalhos consultados por nivel de evidéncia e qualidade
metodoldgica para estudos clinicos. Brasilia, 2015..........c.ccceiiiieiiciicicseece e 26

Tabela 4 NMP de UFC por triplicatas da emulsdo elaborada ap6s 60 dias de armazenamento.
BraSilia, 2016, ......ccooueieiiiie ittt ettt et e et e et r e et e e et e e s e e e e e e e st e e e s beeesrreeaas 46

Tabela 6 Mediana dos valores referentes aos itens avaliados por grupo de tratamento e
respectivo p valor. Brasilia, 2016. ..........ccouiiirireiieeieese e 62



LISTA DE ABREVIATURAS

ABTS - acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico
AGE - Acidos Graxos Essenciais

AIDS - Sindrome da Imunodeficéncia Adquirida

Anvisa — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

BVS - Biblioteca Virtual em Satde

C50 — Gel de colageno 50%

Cf - Conforme

COMUT - Programa de Comutacao Bibliogréfica

DPO - Dia p0s operatorio

E15 - Emulsdo com 15% 6leo de Rosa Mosqueta

E25 - Emulsdo com 25% de 6leo de Rosa Mosqueta

E30 - Emulsdo com 30% de 6leo de Rosa Mosqueta

E50 - Emulsdo com 50% de 6leo de Rosa Mosqueta

EGF - fator de crescimento epidérmico

FGF - fator de crescimento derivado dos fibroblastos
HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia

IL - Interleucina

Lilacs - Literatura Latino-Americana de Ciéncias da Saude
Medline - Medical Literature Analysis and Retrieval System on Line
MMP - Metaloproteinases

O/A - emulséo 6leo em agua

OMS - Organizagdo Mundial da Saude

PDGF - Fator de crescimento derivado de plaquetas

PG - prostaglandinas

pH - potencial hidrogeniénico

PubMed - National Library of Medicine

RM - Rosa Mosqueta

rpm - rotagao por minuto

S100 - Oleo Puro de Rosa Mosqueta

S30 - Solugdo com 30% de 6leo de Rosa Mosqueta

Scielo - Scientific Eletronic Library Online



TEAC - Capacidade Antioxidante Total Equivalente ao Trolox
TGF-B - fator de crescimento de transformacéo beta

TNF- a - fator de necrose tumoral alfa

UFC — Unidades Formadoras de Col6nias

UR - Umidade relativa



pL - Microlitro

M - micrometro
UM - Micromolar
A - absorbancia

Ci - indice de cremeacéo
cm - Centimetro

d - Didmetro

E - Espalhabilidade
g - grama

h - Horas

M - Massa

mcg - micrograma
mg - Miligrama
mL - Mililitro

nm - Nanometro
nM - Nanomol

oC - Graus Celsius

p/p - Porcentagem em massa

v - Volume

v/v - porcentagem em volume

LISTA DE SIMBOLOS




SUMARIO

L INTRODUGAO ...t ee ettt sae st 1
2. REVISAO DA LITERATURA ...ttt e st en e 2
2.1 O PROCESSO DE CICATRIZACAOQ ..o veniss s, 2
2.1.1 Hemostasia e INflamagao ...........c.ccocviieiiiiicc e 4
2.1.2 FASE PrOHTErAtIVA........eiviiiieiieieieie et bbb 5
2.1.3 REMOUEIAMENTO.......oiviiiiiiieiieieie ettt eneas 8
2.2 REGENERACAO ANORMAL E AVALIACAO DE FERIDAS .......c.oovvvveeerrrnnnan, 10
2.2.1 Desequilibrio no processo inflamatorio ............ccccovevveie i 10
2.2.3 Desequilibrio no modelamento da ferida..........c.ccoevveiiiiii i 11
3. AVALIACAO DE FERIDAS........cooveteeeeesesierssesesssesissssesse s enssssn s sssssssssssssessnsenns 12

2.3 ROSA MOSQUETA: CARACTERIZACAO, ASPECTOS BIOQUIMICOS E USOS
(0 I [N [0 1 SO 13
B JUSTIFICATIVA Lottt bbbt e et sttt st et neebe st 18
4, OBIETIVOS ..ottt ettt bttt s ettt ese et et et be bt neebe st 21
ODBJELIVO GBIAL ...ttt sttt e sre e nre e 21
ODjetiVOS BSPECITICOS ....ecuviiiieie et re e nas 21
5. DESENVOLVIMENTO ... .ooiiiiiiii ettt et aee e st e e s e nnae e e nneeas 22
5.1 AROSA MOSQUETA COMO POTENCIAL AGENTE CICATRIZANTE: REVISAO
INTEGRATIVA L ettt sttt st e se ettt eneate e 22
VL3 (0T [o TSSO 22
RESUItAA0S € DISCUSSAD .....veeuveiieeiiieieeiiisieeieasiesiee e sseesteestessaesseessesseesseesseeneesseesseaseesseensens 23

5.2 DESENVOLVIMENTO E ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA DE

EMULSAO A BASE DE OLEO DE ROSA MOSQUETA ..o 30
MateriaiS € METOUOS ........eiiieiieie ettt e et e seesraesseeneesreeeeas 30
CompoSIiGEO das TOrMUIAGOES ........c.veuieieieiesie e 30
Preparo das SOIUGDES OIE0SAS........cuuiiiiriiiieiie e 31
Preparo das EMUISOES .........ccviiiiiieieieie ettt 31
Selecédo da emulsédo para estudo de estabilidade acelerada ...........cccccooevevviieiienvcnenne. 31
Anélise organoléptica das fFormulagies ............covreiiiiii i 31
Estudo de estabilidade aCelerada ............cvviiriiiiiieieiesee s 32

Acondicionamento d0S ProdULOS .........ccverueiieieereeieseese e e e e e sre e 32



Teste de PErda 08 MASSA........cccueiuieiieiieeieeie e et rae et te e sre e reenee e 32

TeSte OrganOIEPLICO.......eeieeii ettt re e 32
Teste de CENIITUGAGCAD .......cveiieieeie e re e 33
TESIE AB PH . 33
Teste de espalhabilidade ..o 33
Teste MICrODIOIOGICO .....ccveiviiiiicieee s 34
Avaliagdo da atividade antioXIdaANTE ...........ccveveieiiiiie s 35
Avaliagio do teor de Detacaroten0..........ocuveeieieiieies s 37
................................................................................................................................... 37
ANALISE ESTALISTICA ...vvvevievieieice e 38
RESUItAA0S € DISCUSSAO .....veeuveiiieiiieiieiiesieeiessiesiee e eseesteeste e saeesteeseesseestesneesseessesseesseeneens 38

5.3 ESTUDO MORFOLOGICO E MORFOMETRICO DO PROCESSO DE
CICATRIZACAO EM RATOS WISTAR ADULTOS TRATADOS COM CREME DE

OLEO DE ROSA MOSQUETA . ..ottt ettt ettt 51
<3 (0T [o SO S 51
AQUISICAD 0OS MALETTAIS ... e.vetivieieeiieie ettt sttt se bbb 51
Procedimentos dO ESTUAO ........ocveieiie et 52
ConfecGao da feria CUTANEA ........c.ooviiiieiesc e 53
CUidados POS-0PEIALOTIOS ......cveiveeereeiirierieiesie ettt et ne e 53
UL LT T USSR 54
ANALISE MACTOSCOPICA ... veveeveeeieieete ettt sttt sb et ab et e neare e 54
ANALISE HISTOIOGICA. ... ...eciviiiiiiicie et sre e 55
ANALISE ESTALISTICA. ... veivieiieiieieie e 55
RESUITAN0S € DISCUSSAD .....veuveietierieiiesieie ettt sttt se e eeseesbenbesbeaneereanes 55
AValiaGao MOITOMEALIICA ......eeveerieieie et eneas 56
ANALISE MOITOIOGICA. ......ecviieieitiecie ettt e re e reenae s 60
8. CONCLUSAD ...ttt sttt 69

REFERENCIA ..o e e e e et e e e e et e e e s et e e et e e e e e e s e e e et e e et es e e s e e en e 71



1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 80% da populacéo de paises
em desenvolvimento utiliza-se de praticas integrativas em saude na atencdo primaria e, desse
total, 85% fazem uso de plantas medicinais. No Brasil ndo existem dados exatos do nimero
de pessoas que utilizam as plantas, mas, seguramente, essa tendéncia mundial também é
seguida, desde o consumo da planta fresca e preparacfes extemporaneas, até o fitoterapico
(Carvalho et al, 2007).

Uma planta que tem despertado o interesse da comunidade cientifica desde a década de
70 é a Rosa aff rubiginosa, também conhecida como Rosa Mosqueta, Rose Hip ou Rosa
Canina, devido ao seu extenso uso popular para diversas afec¢es. As pesquisas com essa
planta abrangem caracterizacdo do perfil genético e bioguimico e, mais recentemente, estudos
de acdo de extratos e 6leo fixo da planta tanto in vitro quanto in vivo (Wenzig et, 2008;
Winther et al, 2013; Molezzi et al, 2002; Willich et al , 2010; Saaby et al, 2011; Fromm,
2012; Patel, 2013).

Em 2009 publicamos uma revisdo de literatura sobre a Rosa Mosqueta destacando seu
potencial clinico. Foi constatado que essa planta tem sido estudada por diversos pesquisadores
em todos os continentes, embora estudos sobre a atividade cicatricial do 6leo fixo se mostrem
ainda raros e com seu uso a partir da droga in natura, sem nenhum processamento (Santos,
Vieira e Kamada, 2009). Essa tematica nos despertou o interesse em investigar o potencial do
6leo de Rosa Mosqueta a partir de um produto farmacéutico seguro, estavel e eficaz para o
tratamento de feridas.

O trabalho que se segue estd constituido de trés estapas independentes, porém
complementares. Primeiramente, apresentamos uma revisdo integrativa sobre o 6leo da Rosa
Mosqueta no processo de cicatrizagdo, mostrando ao leitor as evidéncias disponiveis na
literatura cientifica. A essa primeira etapa, segue-se o desenvolvimento de emulsdo 6leo em
agua tendo como principio ativo o 6leo de Rosa Mosqueta e os resultados de estudo de
estabilidade acelerada do produto. Por fim, essa emulséo foi utilizada em estudo de
cicatrizacdo in vivo para avaliagdo de sua atividade cicatrizante.

Essas trés etapas, embora estejam interligadas ao objetivo geral deste trabalho, possuem

estruturas independentes quanto a metodologia e resultados.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O PROCESSO DE CICATRIZACAO
A pele é o maior 6rgdo do corpo humano responsavel pela protecdo, imunidade e

termorregulacdo do organismo. E constituida por duas camadas primarias (epiderme e derme)

e uma camada de gordura subcutanea (Irion, 2012) (cf. Fig. 1).

Melandcitos
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Queratinécitos

Colageno e
elastina

Fibroblastos — DERME

Mastécitos

Capilares ——> PP 5
3 SVek

Terminagoes Rede veno-

nervosas linfatica

Figura 1 Figura esquematica da pele. Fonte: NovidermPortugal.

Sua capacidade regenerativa abrange uma complexa rede celular e bioquimica comum a
todas as lesdes e cuja intensidade e duracdo irdo depender da extensdo do dano celular (Young
& MaCnaught, 2011). Esses eventos podem ser promovidos ou perturbados por uma
intervencdo externa.

O termo lesdo é definido como a ruptura da estrutura anatdmica normal da pele e,
principalmente, de sua funcdo (Diegelman, 1997). A reparacdo tecidual € um mecanismo de
sobrevivéncia no qual o tecido danificado é degradado e substituido gradualmente por células
e tecido novo até que a integridade da pele seja restaurada. A reparagéo tecidual ocorre tanto
pela regeneracdo esponténea da epiderme como pela reparacdo do tecido conectivo, 0 que
dependera da extensdo e da profundidade da lesdo, se o trauma é restrito a partes moles, ou

causado cirurgicamente. Em injarias menores envolvendo a epiderme em que a camada basal



ndo sofre dano, células regenerativas migram do tecido profundo para o mais superficial,

finalizando a epitelizacdo no periodo de 7 a 10 dias. No entanto, nas lesdes em que ocorre

perda de tecido dérmico e anexos (glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas e foliculos

pilosos) a reepitelizacdo ndo ocorre até que toda a area da lesdo seja preenchida por tecido
conectivo (Beldon, 2010).

O processo de cicatrizacdo abrange uma sequéncia fixa de eventos que tornam-se mais

evidentes quando ocorre lesdo da espessura total da pele (epiderme e derme), e do tecido

subcutaneo. A partir da agressdo tecidual, é desencadeada uma perfeita e coordenada cascata

de eventos celulares, bioquimicos e moleculares que interagem para que ocorra regeneracao

tecidual (Roubelakis, 2014). O processo de cicatrizacdo € dividido em quatro fases:

hemostasia, inflamacao, proliferacdo e remodelamento (cf. Fig. 2). Ao longo dessas fases, é

ativada uma sequéncia ordenada e superposta de quatro processos descritos a seguir (Irion,

2012).

Injuria tecidual: lesdo
celular e
extravasamento de
células sanguineas
para o tecido.

Hemostasia: ativacao
plaguetaria, inicio da
cascata de coagulagdo
e formagao da malha
de fibrina formando
matriz provisdria para
migragdo celular.
Ocorre imediatamente
apos lesao.

Fase inflamatéria:
influxo de células
inflamatdrias para o
leito da lesdo,
especialmente
neutrdfilos e
macréfagos que
opsonizam
microorganismos e
realizam a limpeza de

células mortas. Até 72h.

Fase Proliferativa:
liberagdo de fatores de
crescimento que
estimulam proliferagdo
e migragao de
fibroblastos,
neoangiogénese e
formacdo do tecido de
granulagdo. Inicio do 42
até o 152 dia.

Figura 2 Fluxograma ilustrativo do processo de cicatrizagéo. Fonte: Ebah

Remodelamento:
migragdo e diferenciagdo
de queratindcitos,
substituicdo do colageno
Il por colageno | com
intensa agdo das MMP’s.




2.1.1 Hemostasia e Inflamacéo

Assim que ocorre a lesdo tecidual, componentes sanguineos entram em contato com o
colageno e outros elementos da matriz extracelular do epitélio lesionado, 0 que provoca
rpida ativacdo plaquetéaria e inicia a cascata de coagulacdo. Esse processo resulta em
formacdo de moléculas de fibrina insolivel responsaveis pela hemostasia dos capilares
lesionados e liberacdo de granulos presentes nas plaquetas contendo fator de crescimento
plaquetario, fator de crescimento de transformacdo beta (TGF-B), fator de crescimento
derivado dos fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), prostaglandinas e
tromboxanas (Roubelakis et al, 2014). Esse agrupamento de plaquetas, proteinas da matriz
extracelular e do sistema de coagulacdo forma uma matriz proviséria que serve de alicerce
para a migracdo celular, tanto a partir da circulagdo como das regibes adjacentes (Balbino,
2005).

Tais substancias no tecido lesionado, juntamente com a ativagdo do sistema
complemento, iniciam o processo inflamatdério com recrutamento de neutréfilos e macréfagos.
Os neutrofilos sdo as primeiras células de defesa a migrarem para o tecido nas 24h iniciais da
ocorréncia da ferida e podem permanecer no local por horas ou dias até que o tecido esteja
livre de bactérias e células mortas (Campos, 2007). Tanto neutréfilos quanto macréfagos
aumentam a permeabilidade vascular provocando extravasamento de plasma e proteinas, e 0
edema associados a inflamacao. Sao responsaveis pela opsonizagdo de bactérias, apresentacao
aos leucdcitos recrutados e remocdo de células mortas. Sendo células de defesa de acdo
inespecifica, o recrutamento de neutréfilos também pode resultar em dano tecidual devido a
liberacdo de enzimas (elastases e colagenases) e radicais livres (Irion, 2012).

O aparecimento de neutréfilos fagocitados por macr6fagos marcam o fim da fase
inflamatdria, que dura cerca de 72h. Entretanto, fatores externos podem manter o influxo de
neutrofilos por mais tempo, aumentando a leséo tecidual, como contaminacdo, corpo estranho
ou tratamento agressivo da ferida (Godoy & Prado, 2005). A inflamacdo em feridas agudas
dura em geral trés a sete dias, portanto, um periodo mais longo de inflamacéo é preditivo de
regeneracdo lenta.

Iniciando o processo de transicdo para a proxima fase, os macrdfagos comecam a
invadir a area da lesdo do segundo ao quinto dia e assume um papel critico na inducdo do
processo de reparo. Esta é a célula mais eficiente na eliminacdo de microorganismos pela
fagocitose, inclusive de neutrofilos que perderam a funcgdo, além de atuar como elo entre o

sistema imune inato e o adaptativo (Balbino, 2005). Os macrofagos também sdo necessarios



tanto para a iniciagdo quanto para a propagacéo do tecido de granulacdo por meio da liberagéo
de substéncias como prostaglandinas (PG) e leucotrienos, quimioatrativos para a reparagao
celular, fatores de crescimento, mediadores peptidicos e enzimas relacionadas ao reparo
(colagenases e matriz de metaloproteases). A transicdo da fase inflamatdria para a fase
proliferativa depende da efetividade dos macrdfagos na retirada dos fragmentos de uma area e
na liberacéo de fatores de crescimento (Irion, 2012; Balbino, 2005).

2.1.2 Fase Proliferativa

Esta fase tem inicio ao redor do 4° dia apds a lesdo, se estende aproximadamente até o
término da segunda semana e é constituida por quatro etapas fundamentais: epitelizacéo,
angiogénense, formacdo de tecido de granulacdo e deposicao de colageno. A epitelizacao tem
inicio ja& nas primeiras 24h, com células epiteliais migrando da periferia para o centro do
tecido lesionado a fim de restabelecer as camadas epiteliais, embora ndo possa ser observavel
até o 32 dia pds lesdo (Campos, 2007, Irion, 2012). A presenca local de macréfagos derivados
de mondcitos e a producdo e liberacdo de mediadores quimicos produzidos por eles
intensificam a migracao e ativacao de fibroblastos (Balbino, 2005).

A formagcdo de tecido de granulacao pelos fibroblastos, macréfagos, vasos neoformados
e células endoteliais se inicia em trés a cinco dias, concomitante a reepitelizacéo (Irion, 2012).
A formacdo desse tecido depende do processo de fibroplasia, no qual ocorre o acimulo de
macrofagos que estimulam o crescimento interno de fibroblastos que, por sua vez, irdo
produzir colageno local e substituir a matriz extracelular por um tecido conjuntivo mais forte
e elastico (Balbino, 2005).

Os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram para a ferida e séo ativados a sair de seu
estado de quiescéncia pelo PDGF. Esse movimento é direcionado pela orientacdo da matriz
provisoria, um fendmeno conhecido como ‘guia de contato’, facilitado quando a composicéao
da matriz extracelular € mais rica em gel de fibronectina do que colageno (McDougall, 2006)
e orientado pelo gradiente de substancias quimioatraentes. Em seguida, TGF — B ¢é liberado e
estimula os fibroblastos a produzirem colageno tipo | e a se diferenciarem em
miofibroblastos, promovendo a contracdo da ferida (Campos, 2007). Fator importante nesse
processo é a formacdo concomitante de novos vasos sanguineos, influenciados tanto por
fatores de crescimento, especialmente o fator de necrose tumoral alfa (TNF - o) quanto pela
baixa tenséo de oxigénio no centro da ferida, que irdo garantir suporte nutricional ao novo
tecido (Williamson & Harding 2004; Balbino, 2005).



Quadro 1 Relacéo de células envolvidas no processo de cicatrizacdo e suas respectivas
funcoes.

Tipo celular Tempo de acéo Funcao
Plaquetas Segundos Formacéo de trombo

Ativagdo da  cascata de
coagulacdo

Liberagéo de mediadores
inflamatérios (PDGF, TGF-B,
FGF, EGF, histamina,
serotonina, bradicinina,
prostaglandinas, tromboxana).
Neutrofilos Pico em 24h Fagocitose de bactérias

Desbridamento

Liberagdo de enzimas
proteoliticas

Producdo de radicais de oxigénio
Aumento da permeabilidade
vascular

Queratindcitos Em 8h Liberagéo de mediadores
inflamatorios

Estimulo a migracdo de
queratindcitos periféricos

Neovascularizagdo
Linfécitos 72-120h Regula a fase proliferativa

Deposicdo de colageno
Fibroblastos 120h Sintese do tecido de granulacdo

Sintese de colageno

Producdo dos componentes da
matriz extracelular

Liberacdo de proteases

Liberacdo de mediadores
inflamatérios

Fonte adaptada: Young and McNaught, 2011.

O tecido de granulacdo é composto por um aglomerado de células e vasos neoformados

sustentados por uma matriz frouxa de fibronectina, acido hialurénico e colageno tipos I e IlI.



Esse é um tecido edematoso, com muitos espagos vazios devido a imaturidade dos vasos que
sdo exudativos e sangram facilmente. A neovascularizacdo é o que confere a coloragao réseo-
avermelhado brilhante do tecido de granulacdo saudavel (Williamson & Harding 2004; Irion,
2012).

Ao mesmo tempo, os fibroblastos e macréfagos na regido produzem fibronectina, que
ira auxiliar na fixacdo das proprias células. Outra substancia produzida em grande quantidade
neste segundo estdgio é o acido hialurénico, um polissacarideo glicosaminoglicano néo
sulfatado com facilidade de se ligar a agua, que auxilia na resisténcia do tecido a compresséo.
Tais substancias na matriz propiciam um microambiente eficiente para a movimentacdo das
células necessarias nessa etapa. A medida que a maturacio da ferida avanca, a concentragio
de acido hialurdnico diminui e a sintese de proteoglicanos ou glicosaminoglicanos sulfatados
aumenta, o que favorece a fixacdo e imobilidade das células e a consequente diferenciacao
para fendtipos maduros (Balbino, 2005).

Na etapa final da fase proliferativa, os vasos neoformados assumem caracteristicas de
capilares e os fibroblastos comecam a desenvolver atividades de sintese protéica, passando a
secretar grandes quantidades de colageno. Este, aos poucos, substitui os proteoglicanos e a
fibronectina até se tornar o principal componente da cicatriz em formacdo. Nessa fase, a
tensdo de oxigénio deve aumentar no leito da ferida, promovendo a hidroxilacdo dos residuos
de prolina e lisina nas cadeias peptidicas do coldgeno montadas no citoplasma dos
fibroblastos. A hidroxiprolina produzida pelos fibroblastos agrega-se em uma triplice hélice
formando pré-colageno que é liberado para o espaco extracelular onde serdo processadas e
transformadas em tropocolageno. Essas moléculas se agregam, formando uma rede inicial de
fibras de colageno desorganizada, proporcionando resisténcia limitada a tracdo da ferida
(Irion, 2012; Balbino, 2005).

E nessa fase de fixacdo dos fibroblastos e producio de colageno que a contragdo da
ferida alcanca sua eficiéncia maxima. Isso ocorre devido a mudanca de fendtipo dos
fibroblastos das margens da ferida para miofibroblastos, que comecam a exibir caracteristicas
funcionais semelhantes as células do musculo liso. Essas células sdo encontradas alinhadas ao
redor de depdsitos da nova matriz extracelular, fazendo unides célula a célula e gerando forca
de tensdo. O ressecamento da crosta superficial da ferida também auxilia no processo de
contracdo, pois a desidratacdo leva a reducdo do tamanho da leséo e arrasta o tecido a ela
aderido (Balbino, 2005).

A liberagdo de IL-1 e do fator de crescimento epidérmico estimula a formagéo de novas

células nas bordas da ferida, que aderem ao tecido de granulacdo abaixo e migram por sobre



as células por epibolia, processo descrito como "pular carniga", até chegar a margem da ferida
que avanga sobre o tecido de granulagédo. Ao mesmo tempo, a perda da inibi¢cdo de contato no
leito da lesdo estimula a alteracdo fenotipica de queratindcitos das bordas livres, foliculos
pilosos e glandulas sudoriparas, que se proliferam e perdem seus desmossomos e 0S
filamentos internos de queratina, migrando para o centro da lesdo. Esses queratindcitos
desenvolvem filamentos de actina e mobilidade, perdem a polaridade apical/basal e estendem
pseudopodes na direcdo da ferida, onde produzirdo uma matriz provisoria de fibrina,
fibronectina e colageno tipo V caso a membrana basal esteja danificada (Irion, 2012). Esse
processo de migracdo de queratindcitos somente se inicia quando o tecido de granulacdo
alcanca o nivel da epiderme, oferecendo um substrato adequado para a migragdo celular. As
células voltam ao fendtipo normal quando a ferida é coberta, e 0s queratindcitos sao
novamente contidos pelo restabelecimento dos desmossomos (Balbino, 2005).

Ao final desta etapa, o leito da ferida estd totalmente preenchido por tecido de
granulacdo, a circulacdo é restabelecida pela neovascularizacdo e a rede linfatica esta
passando por regeneracdo. A aparéncia de cicatriz comeca a se estabelecer pelo acimulo de
massa fibrosa (Balbino, 2005).

2.1.3 Remodelamento

O processo de remodelamento leva meses ou até anos para se completar (Beldon,
2010). A matriz extracelular sofre modificacGes continuas até que esteja estavel. Sendo assim,
a matriz extracelular ¢é diferente na periferia e no centro de uma ferida. A pele reepitelizada
tem uma forcga ténsil de 15% da pele normal, alcancando aproximadamente 80% quando o
remodelamento esta completo (Irion, 2012; Beldon, 2010).

E nessa fase que a deposicdo de colageno ocorre de maneira mais organizada,
substituindo o colageno produzido inicialmente, que é mais fino (colageno tipo Il1), por um
colageno mais espesso (Tipo 1) presente na pele normal com orientagdo paralela a pele,
organizado ao longo das linhas de tensdo. Essas mudancas resultam em aumento da forga
ténsil da ferida. Finalmente, influenciados por citoquinas e fatores de crescimento, 0s
fibroblastos migrantes organizam as fibras de coldgenos produzidas até alcancar a estrutura
dérmica conhecida (Campos, 2007; McDougall, 2006).

O processo de reorganizagdo matricial da cicatriz ocorre por meio de colagenases
secretadas por fibroblastos e leucdcitos, que promovem a lise da matriz antiga e sucessiva

reorganizacdo das fibras de colageno. Os fibroblastos produzem colageno a uma taxa



constante e degradam o coladgeno antigo a uma taxa proporcional a quantidade de colageno ja
presente (McDougall, 2006), rearranjando as fibras de colageno de acordo com a organizagdo
das fibras do tecido conjuntivo adjacente. A cicatrizacdo tem sucesso quando ha equilibrio
entre a sintese da nova matriz e a lise da matriz antiga (Campos, 2007).

Os eosindfilos aparecem nas Ultimas fases da reparacdo e acredita-se estarem
relacionados a producéo de fatores de crescimento. Apds o fechamento da leséo, os linfécitos
constituem as células de defesa mais abundantes em feridas humanas, que além de exercerem
acao imune, produzem fatores de crescimento. Ao final da etapa de remodelamento, os anexos
da pele, como foliculos pilosos e glandulas sofrem regeneragdo limitada e a cicatriz
permanece palida por regeneracdo deficiente de melandcitos. Além disso, a cicatriz €
hipovascularizada devido ao desaparecimento dos neocapilares (Balbino, 2005).

A figura 3 abaixo mostra o influxo de células durante o processo de reparacéo tecidual
de acordo com as fases e dias de cicatrizacao.

. Coagulacao
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Figura 3 Representacdo esquematica do influxo celular no tecido lesionado ao longo do
tempo de cicatrizagdo. Fonte: Mendonca e Coutinho-Neto, 2009.
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2.2 REGENERACAO ANORMAL E AVALIACAO DE FERIDAS

A expressdo regeneracdo anormal de feridas descreve a inexisténcia de evolucao
cronoldgica adequada da regeneracdo de uma ferida (Irion, 2012). A regeneracdo anormal
pode ser desencadeada por: fatores sisttmicos - desnutrigcdo, desidratagdo, doencas cronicas
(diabetes, hipertensdo, AIDS), tabagismo, etilismo, doencas imunoldgicas, envelhecimento,
fatores genéticos; fatores locais - reducdo de oxigenacdo local, infeccdo, corpo estranho,
edema, compressdo, atrito; fatores iatrogénicos - medicamentos, cirurgias, intervencoes
inadequadas (Young & McNaught, 2011; Irion, 2012).

No geral, independente do fator, 0 processo de cicatrizagdo pode sofrer falhas nas fases
de inflamacdo, reepitelizacdo, formacdo do tecido de granulagdo ou no remodelamento,

acarretando atrasos no processo de cicatrizacdo ou maior dano celular.

2.2.1 Desequilibrio no processo inflamatorio

Em feridas onde a fase inflamatoria se prolonga além tempo esperado, seja por fatores
externos ou sisttmicos, 0 processo de cicatrizacdo ndo consegue evoluir para a fase
proliferativa responsavel pela formacdo do tecido estrutural de vasos neoformados, malha de
fibroblastos e tecido conjuntivo. Mais e mais células inflamatorias continuam a chegar ao sitio
lesionado com consequente degranulacao e liberacdo de enzimas e radicais livres. As células
de defesa, especialmente neutréfilos, mantém a fagocitose de células e produtos locais
acarretando maior dano tecidual. Como consequéncia, percebe-se uma ferida pouco
oxigenada, apresentando tecido necrético ou fibrinoso, drenando secre¢do de moderada a
méaxima. Esse liquido inflamatorio, por sua vez, ao entrar em contato com as células sadias
inibe o crescimento de células endoteliais, queratindcitos e fibroblastos. Caracteriza-se, ainda,
por ser um liquido rico em metaloproteinases da matriz (MMP) e niveis baixos de fatores de
crescimento. Além disso, a umidade excessiva provoca maceracdo da pele adjacente e
consequente leséo tecidual (Irion, 2012).

Por outro lado, deficiéncia no processo inflamatdrio também ira resultar em atraso na
cicatrizacdo por incapacidade em preparar adequadamente o local da ferida e iniciar o
processo de regeneracdo. A falta do processo inflamatdrio resulta em deficiéncia de fatores de
crescimento e de circulacdo sanguinea. Dessa forma, células responsaveis pela limpeza local e
remocgdo de material necrdtico ndo conseguem chegar ao local lesionado, o que resulta em

uma barreira fisica contra a angiogénese necessaria ao reparo tecidual. Essa lesdo se
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apresentard, de forma geral, ressecada e recoberta por escara, em geral rigida e negra, com
pouca ou nenhuma secrecdo, dificultando a proliferacéo e migragéo celular (Irion, 2012).

2.2.2 Desequilibrio entre granulacéo e reepitelizacdo

Em circunstancias normais, o tecido de granulacdo preenche a ferida a partir da base e
das bordas da lesdo. Quando o tecido de granulacdo alcanca a altura da epiderme
circunvizinha, o tecido de epitelizacdo comeca a migrar através do tecido de granulacdo. Em
alguns, casos, no entanto, a epitelizacdo pode ocorrer mais rapidamente que a granulacédo, de
forma que a ferida fechada exibe uma depressdo nos casos mais leves. Quando esse
descompasso é mais intenso, pode ocorrer o fechamento da lesdo sem o completo
preenchimento da ferida, fazendo com que bactérias e tecido desvitalizado fiquem
encarcerados no tecido subcutdneo com probabilidade de ocorréncia de infeccdo ou lojas
(Irion, 2012).

Ja a hipergranulacdo ocorre quando ha crescimento excessivo no leito da ferida, fazendo
com que a base da mesma exceda a altura da pele ao seu redor, o que resulta em uma cicatriz
pouco estética (Irion, 2012).

Os fibroblastos sdo os responsaveis pela producao de colageno para a formacao do tecido
conectivo na reparacdo tecidual. Em tecido epitelial normal, o coldgeno é responsavel por
conferir forca, integridade e estrutura. Entretanto, se quantidades excessivas de colageno sao
depositadas no local da lesdo, ocorre perda ou alteracdo da estrutura do tecido cicatricial,
processo denominado fibrose. Por outro lado, se quantidades insuficientes de coldgeno sédo
produzidas, ndo ha tecido suficiente para deposicdo no sitio da ferida e a cicatrizacdo

dificilmente se completara (Diegelman, 1997).

2.2.3 Desequilibrio no modelamento da ferida

A transicéo do tecido de granulacdo para a epitelizacdo e formacéo da cicatriz envolve
reorganizacdo e maturagdo das fibras de colageno. Na cicatrizacdo normal, o processo de
sintese e quebra de colageno pode durar até trés meses ap0s a injuria pela acdo de
metaloproteinases da matriz produzidas pelos macrofagos, células endoteliais e fibroblastos.
Essas enzimas proteoliticas quebram o colageno produzido pelos fibroblastos em um delicado
processo que exige equilibrio entre sintese e degradacao de colageno até completa restauracdo

tecidual. A aparéncia da cicatriz sofre modificacdo por até dois anos ap0s a injuria pela
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manutencdo desse delicado equilibrio, o que é denominado modelamento (Williamson &
Harding, 2004).

Alteracdes ou desequilibrio nesse processo resultam em cicatriz de aspecto grosseiro
como queloide ou cicatriz hipertrofica. No caso do queloide, ha crescimento do tecido
cicatricial para além das bordas da lesdo. Essa cicatriz permanece altamente irrigada, o que
Ihe confere sua coloracdo escurecida e estid relacionada a fatores genéticos (Young &
McNaught, 2004). Ja a cicatriz hipertrdofica é caracterizada por elevacdo acima do nivel da
pele circundante, mas se restringem a borda da lesdo e com o passar do tempo, diminuem em
altura, tamanho e vascularidade, tornando-se planas, brancas e avasculares em alguns meses
(Irion, 2011).

3. AVALIACAO DE FERIDAS

A avaliacdo do aspecto da lesdo pode dar subsidios para a identificacdo de possiveis
distdrbios no processo de cicatrizacdo a fim de estabelecer o manejo adequado ou possibilitar
estudos sobre a evolugéo do processo de reparo tecidual (Lazarus, 1994).

A avaliacdo morfométrica da ferida consiste em observagdo fisica e monitoramento do
aspecto da lesdo (Dowsett, 2015). Cinco aspectos criticos devem ser observados: coloracéo,
odor, secrecdo, extensdo e pele circunvizinha (Irion, 2012, Saar & Lima, 2010). O Wounds
International (2015) estabelece um triangulo de avaliacdo que envolve o leito da ferida,

bordas e pele circunvizinha (cf. Fig. 4).

- Tipo de tecido

- Secregao
Leito da - Infecgdo
ferida
Bordas da Pele
ferida adjacente
- Maceragao - Maceragao
- Desidratacao - Escoriacao
- Epibolia - Ressecamento

Figura 4 Triangulo de avaliacdo de feridas segundo o Wounds
International, 2015. Adaptado: Dowsett et al, 2015.
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A avaliacdo do leito da lesdo envolve a descri¢cdo da coloragéo, dos tipos de tecidos
encontrados (cf. Fig. 5) bem como sua porcentagem e a presenca e tipo de exsudato (Lazarus,
1994).

Tecido necrético Fibrina Tecido de Tecido de
granulagao epitelizagao

Figura 5 Esquema visual para avaliagdo de feridas segundo o Wounds International, 2015. Adaptado:
Dowsett et al, 2015.

Outro importante critério para avaliacdo da evolucdo de feridas corresponde a taxa de
retracdo, calculada a partir do dimensionamento da area da leséo, que pode ser realizado por
meio de softwers que utilizam imagens digitais (Reis et al, 2012), régua milimetrada ou
paquimetros digitais (Oliveira et al, 2005). O célculo da area de lesdo pode ser obtido
tracando-se duas linhas perpendiculares tomando-se como referéncia os pontos mais extensos
do comprimento e da largura da ferida (Saar & Lima, 2010). Esse método mostra-se eficaz

principalmente em feridas relativamente regulares (Dealey, 2008).

2.3 ROSA MOSQUETA: CARACTERIZACAO, ASPECTOS BIOQUIMICOS E
USOS CLINICOS

A familia das Roséaceas compreende mais de 3000 espécies e 100 géneros utilizadas
nas mais diversas indastrias: perfumaria, cosmética e farmacéutica (Pareja, 1996;
Valdebenito, 2003). Nos ultimos anos, possivelmente uma das plantas mais estudadas tem
sido a Rosa Mosqueta (R. aff. Rubiginosa; R. eglentaria; R. Canina) devido as multiplas
aplicacdes da flor, do fruto e da semente, assim como seus inimeros derivados, cujos efeitos

farmacoldgicos tém sido comprovados por investigadores de diversos paises.
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Rosa Mosqueta (Rosa aff rubiginosa) € uma espécie de rosa selvagem que se
desenvolve bem em terrenos degradados, em regides de temperaturas e umidade amenas
(Valdebenito, 2003). E originaria da Europa Central, Polonia, Balcds, Hungria, Russia e
Caucaso, sendo também encontrada em abundancia na Africa e india (Valdebenito, 2003). Na
América do Sul, foi introduzida ainda no periodo colonial, tornando-se bastante abundante no
sul do Chile onde é muito comum na zona compreendida entre a décima primeira e a décima
segunda regido, especialmente na provincia de Concepcion. No Peru, cresce nas regifes do
Cuzco, Arequipa e Apurimac, compreendidos entre a sétima e a décima primeira regiao.
Também é abundante no sul da Argentina e nos Estados do Missouri, Nebraska e Wyoming
nos Estados Unidos (Pareja, 1996; Valdebenito, 2003).

Na Antiguidade, a raiz da Rosa Mosqueta era usada para eliminar célculos renais. Ja
0s romanos empregavam a flor da planta para acabar com a embriaguez e na preparacdo de
perfumes (Plantaservas, 2006). Na medicina tradicional, as pétalas das flores tém sido
utilizadas desde a época precolombiana em infusfes para o tratamento de processos
inflamatdrios da garganta, assaduras e infeccdes (Pareja, 1996).

Os frutos dessa planta apresentam uma alta concentracdo de acido ascorbico ou
vitamina C (Kazankaya et al, 2005; Dogan & Kazankaya, 2006), motivo pelo qual o cha das
cascas dos frutos é empregado no tratamento e prevencado de resfriados (\Valdebenito, 2003; ).
O fruto ainda contém pigmentos carotenoides (Andersson, 2011; Cunja, 2015) dos quais se
pode citar o licopeno, beta-caroteno, alfa-caroteno e a alfa-criptoxantina, que possui carater de
pro-vitamina A, favorecedora de inimeras funcBes fisioldgicas. E rico em ferro, célcio,
fosforo e flavondides, o que justifica sua importancia nutricional (Pareja, Valdebenito,
PlantasMed). A acdo antioxidante e antiinflamatoria dos flavondides ja tem sido bastante
investigado e comprovado (Kanashiro et al, 2004).

Revisoes de literatura (Patel, 2013; Orhan e Hartevioglu, 2013) apontam evidéncias de
que o extrato da Rosa Mosqueta tem propriedades anti-inflamatorias, cardioprotetora,
imunomodulatoria (Saaby, 2011), protetora géastrica (Latanzzio, 2011), hipoglicemiante
(Andersson et al, 2011), antimicrobiana (Chrubasik et al, 2008), antidiarreica (Orhan, 2013),
além da possibilidade de aplicaces cutaneas. Essas propriedades estariam relacionadas aos
compostos fenolicos, especialmente proantocianidinas.

Tumbas e sua equipe (2012) verificaram, in vitro, atividade contra radicais livres de
extrato puro do fruto de Rosa Mosqueta. Conferem esse achado & presenca de compostos
fenodlicos, flavonoides e vitamina C, capazes de reduzir a atividade de radicais hidroxil e
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anion superoxido. Em outro estudo (2012), os mesmos autores verificaram com esse extrato,
inibicdo de crescimento celular de células cancerigenas também in vitro.

Daels-Rakotoarison et al (2002) e Larsen et al (2003) isolaram um galactopeptideo do
extrato de sementes de Rosa Mosqueta capaz de inibir, in vitro, a quimiotaxia de neutrofilos
de sangue periférico humano, enquanto Kharazmi & Winther (2005) demonstraram, também,
uma reducdo de parametros inflamatérios in vivo. Em ensaio ndo clinico randomizado,
Hakansson (2006) e sua equipe demonstraram menor inflamacéo e colonizacdo do tecido
colénico injuriado por isquemia e reperfusdo em ratos, com o uso de um preparado de Rosa
Mosqueta, reduzindo a peroxidacdo lipidica nesses tecidos.

Por seu potencial imunomodulador, um extrato de Rosa Mosqueta tem sido empregado
no tratamento de pacientes com osteoartrite (Orhan & Hartevioglu, 2013), melhorando os
parametros de dores articulares e reduzindo o uso de medicacbes analgésicas (Chrubasik,
Duke e Chrubasik, 2006; Winter et al, 2013). Estudos também observaram reducdo de
parametros inflamatorios nesses pacientes (Warholm et al, 2003; Willich et al, 2010; Winter
etal, 2013).

Da semente € possivel extrair um 6leo concentrado rico em acidos graxos essenciais
insaturados (Szentmihalvi et al, 2002) em concentracdo de cerca de 80%, que correspondem
ao &cido linoleico (entre 43 e 49%), acido alfa-linolénico (entre 32 e 38%) e &cido oleico
(entre 14 e 16%) (Eggers et al, 2000; Machmudah et al, 2008; Roman et al, 2013).
Quantidades menores de acidos graxos saturados também estdo presentes: acido palmitico
(entre 3 e 5%), acido palmitoléico (entre 0,1 e 5%), acido estearico (entre 1 e 2%), outros
acidos graxos como laurico, miristico, araquidénico, gadoléico e behénico (entre 0 e 1%);
acidos ativos: &cido transretinoico ou tretinoina natural (entre 0,01 e 0,1%) (Valladares et al,
1993; Fromm et al, 2012). Além destes, uma significativa porcentagem de fosfolipidios pode
ser encontrada, numa quantidade de 20 — 30mg/L de extrato de 6leo (Salminen et al, 2005,
Kazankaya et al, 2005).

Os é&cidos graxos essenciais estdo ligados a manutencdo da integridade da pele e da
estrutura das membranas celulares e a sintese de compostos biologicamente ativos (p. ex.,
prostaglandinas e leucotrienos). Sdo importantes em muitos processos fisioldgicos e
bioquimicos do corpo humano relacionados a regeneragdo dos tecidos e ao crescimento
celular (Thielemann, Orrego e Sandoval, 1993). Tém ainda uma funcéo estrutural, formando
parte dos fosfolipidios das membranas celulares dos tecidos do organismo, sendo 0s
precursores de prostaglandinas e leucotrienos a partir da sintese do acido araquidénico (Funck

et al, 2006; Pareja, 1996). Ja os fosfolipidios intervém, entre outros, no processo ativo de
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fosforilagédo, na mitose e organizagéo celular e nos intercambios ionicos (Pareja, 1996; Godoy
& Prado, 2005). Entre outros beneficios a saude atribuidos aos acidos graxos, destacam-se:
anticarcinogénese, antiaterosclerose, inibicdo de radicais livres, alteracdo na composi¢édo e no
metabolismo do tecido adiposo, imunomodulacdo, atividade antibacteriana e antidiabética
(Funck et al, 2006).

Existem diversos tipos de acidos graxos, mas relacionado a tratamento de feridas, o
acido linoléico e o &cido linolénico sdo os mais importantes, pois ndo podem ser sintetizados
pelos mamiferos, por ndo possuirem a enzima delta 9-dessaturase, sendo assim chamados de
acidos graxos essenciais (AGE) (Pereira, 2008).

O 4cido linoleico exerce um importante papel quimiotaxico para macrdfagos, sendo
fundamental na expressdo de componentes do sistema fibrinolitico para a regulacdo da
producdo de colagenases. Além disso, favorece o desbridamento autolitico no leito da ferida
por contribuir com a producdo de metaloproteinas na inducdo da granulagdo (Ferreira et al,
2012).

Ja o é&cido linolénico é o lipidio encontrado em maior quantidade na camada
epidérmica, atuando no transporte de gorduras e favorecendo a manutencdo da integridade da
barreira de permeabilidade epidérmica e acelerando processos cicatriciais. Auxilia na
manutencdo do meio Umido da pele como uma barreira natural de impermeabilidade, o que
favorece a quimiotaxia e angiogénese e aceleracdo do processo de granulagcdo (Ferreira et al,
2012).

Ferreira e colaboradores (2012), em revisdo de literatura, listaram nove apresentacdes
comerciais como acidos graxos essenciais. Entretanto, a maioria das apresentacfes comerciais
utilizadas no tratamento de feridas disponibilizadas no Brasil, genericamente conhecidas por
AGE, contétm em sua formulagdo apenas um ou nenhum dos dois &cidos: linoléico ou
linolénico, em combinagdo com outros produtos (Ferreira et al, 2012).

Embora o 6leo de Rosa Mosqueta (Rosa aff rubiginosa) tenha sido bastante difundido
na industria cosmética como poderoso agente cicatricial, poucos trabalhos de metodologia
cientifica foram produzidos para confirmar especificamente sua eficacia no tratamento de
feridas, cujos resultados tem sido empiricamente comprovados. Entre as indicagdes
dermatoldgicas do 6leo, estd o combate ao envelhecimento precoce (Thielemann, Orrego e
Sandoval, 1993), clareamento de sardas e estrias, controle de alteracdes da pele causadas pela
radioterapia, prevencdo e tratamento de assaduras, reducdo de marcas e cicatrizes
hipercromicas (Fuji, Ikeda e Saito, 2011), hipertroficas e retrateis causadas por queimaduras,
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feridas, acnes, queldides, sendo também empregado na terapéutica de Ulceras por pressdo e
em feridas pds-operatdrias (plantamed, 2006; Molezzi & Albedafio, 2002).

Em razdo da combinacdo singular de AGE, Chrubasik et al (2008) e Patel (2013),
indicam a necessidade de estudos consistentes para avaliar o potencial do uso topico da Rosa
Mosqueta em lesdes e doencas de pele. Esses dados mostram a necessidade de buscar e reunir
estudos sobre o uso da Rosa Mosqueta no tratamento de feridas, de forma a avaliar as

evidéncias disponiveis na literatura cientifica.



18

3. JUSTIFICATIVA

O interesse pelas propriedades cicatrizantes do 6leo de Rosa Mosqueta é justificado
pelo impacto que a ocorréncia cronica de lesdes na pele gera em seus portadores. As feridas
crbnicas sdo caracterizadas por atraso na cicatrizacdo apesar do emprego de tratamento. Sua
prevaléncia gira em torno de 15% da populacdo, implicando em consequéncias emocionais,
fisicas, sociais e econdmicas (Brolmann et al, 2012) Por esse motivo, divulgagdo e
desenvolvimento de tecnologias para o tratamento de feridas se fazem necessarias,
preferentemente mais baratas e acessiveis, como por exemplo, com uso de produtos naturais
(Klein et al, 2009).

Desde os primérdios, 0 homem tenta interferir no processo de cicatrizacdo a fim de
reduzir o tempo de resolucdo da lesdo e proporcionar melhores resultados estéticos (Branco
Neto et al, 2006). Alteracbes nas fases de cicatrizacdo, seja por fatores externos quanto
internos, acarretam em prolongamento da reparacdo tecidual e cicatrizacdo anormal. O
desenvolvimento de técnicas e produtos capazes de modular as fases da reparacéo tecidual
sempre foi 0 alvo de estudos relacionados a cicatrizag&o.

A decisdo sobre 0 que usar no tratamento de uma ferida, aguda ou crénica, considera
diversos fatores como a fisiopatologia da lesdo, o conforto do paciente e sua facilidade de
utilizacdo, as caracteristicas da secrecdo, a existéncia de infeccdo, a profundidade da area
afetada, as propriedades do curativo propriamente dito, como também as questdes sociais e
econbmicas do paciente (Smaniotto, 2012).

Atualmente, um extenso arsenal terapéutico para cicatrizacdo de feridas esta
disponivel no mercado e podem ser classificados segundo sua forma de acédo (Fan et al, 2011):
a) curativos passivos: promovem a protecdo e garantem o meio Umido no leito da lesdo; b)
curativos com principios ativos: atuam localmente promovendo desbridamento quimico, e
favorecem a proliferacdo celular; ¢) Curativos inteligentes: interagem diretamente com o leito
da ferida, alterando o microambiente e induzem estimulos a sinalizadores enddgenos; d)
curativos bioldgicos: possuem compostos biologicos heterogenos ou alégenos que mimetizam
a acdo biogquimica de células teciduais (Smaniotto et al, 2010). A maioria desses produtos atua
principalmente na fase inflamatdria, modulando a resposta imune e otimizando a limpeza da
lesdo, ou na fase proliferativa, favorecendo a proliferacdo e migracdo celular e a deposicdo e
organizacéo do colageno.

O uso de curativos proporciona a protecdo fisica da lesdo, a retencdo de calor, a

manutencdo da umidade, a regeneracdo celular e a otimizacdo da acdo das enzimas e de
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fatores de crescimento responsaveis pela proliferacdo e diferenciacdo celular no leito da
ferida. O curativo também previne contaminacgdo e pode promover o desbridamento autolitico.
Além disso, possibilita o preenchimento de espaco morto e controle da secre¢do por absorgéo,
evaporacdo ou ocluséo (Irion, 2012).

Uma das preocupacdes no tratamento de feridas est4 em reduzir o nimero de trocas a
fim de interferir o minimo possivel no processo fisioldgico e garantir a concentracdo de
fatores de crescimento no leito da lesdo. Alem disso, 0 nimero de trocas influencia nos gastos
com materiais, exige mao-de-obra especializada e eleva os riscos de contaminacao.

O 6leo de Rosa Mosqueta (Rosa aff rubiginosa) tem sido estudado como agente
cicatrizante topico com positivos resultados in vivo (Eurides, 2011; Marchini, 1994),
especialmente por suas propriedades anti-inflamatorias (Latanzzio, 2011). Entretanto, 0 uso
do dleo puro ou como solucdo oleosa é extremamente desconfortavel ao paciente, pois
apresenta odor e textura desagradavel, além de exigir trocas diarias que tornam o tratamento
mais oneroso. O desenvolvimento de uma formulagdo semissélida que permita a manutencdo
do produto em contato direto com o leito da ferida poderia suplantar essas desvantagens.

Em adicdo, para garantir a eficacia no tratamento, o produto semissolido deve
apresentar caracteristicas sensoriais adequadas, boa espalhabilidade e estabilidade no leito da
ferida, promover a troca de gases e liquidos entre ambientes interno e externo, além de
possibilitar a facilidade de remocgéo durante a higienizagdo minimizando traumas mecanicos
no tecido neoformado. Entre as formas farmacéuticas semissolidas disponiveis, as emulsdes
Oleo-em-agua, também chamados de cremes O/A, atendem aos critérios mencionados,
especialmente quanto ao mascaramento do odor e maior facilidade de remocdo da pele por
lavagem quando em comparagédo aos cremes A /O (Thompson, 2009).

Ensaios pré-clinicos com a Rosa Mosqueta, tanto no uso topico quanto oral, tem
demonstrado sua seguranca e indicam eficacia enquanto agente anti-inflamatério e
cicatrizante. Embora estudos clinicos relacionados a acéo cicatrizante sejam encontrados na
literatura, a amostra de individuos tratados é reduzida e a metodologia pouco clara, o que
reduz a validade externa dos estudos, ndo sendo possivel uma recomendacdo segura. No
entanto, o 6leo de Rosa Mosqueta tem sido utilizado empiricamente em lesdes de pele sendo
facilmente encontrado em farmacias de manipulagdo no Brasil. Neste trabalho, buscamos
evidéncias na literatura cientifica que fornecam subsidios para 0 uso do 6leo de Rosa
Mosqueta no processo de cicatrizacdo. A partir dai, propomos o desenvolvimento de uma

emulsdo utilizando 6leo de Rosa Mosqueta que foi submetida, juntamente com o 6leo puro, a
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avaliacdo de eficacia no processo de cicatrizacdo por meio de estudo morfoldgico e
morfométrico da cicatrizacdo de lesbes confeccionadas em ratos Wistar adultos.
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4. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a eficicia do 6leo de Rosa Mosqueta na reparacao tecidual e sua influéncia nas
fases de cicatrizagdo por meio de estudo morfométrico e morfoldgico de lesdes
confeccionadas em ratos. Como inovacao, este trabalho pretende comparar a eficacia do 6leo
puro com uma emulsao éleo em agua elaborada com 30% desse 6leo. Por sua vez, a eficiéncia
de ambos os produtos serdo avaliados comparando-se 0s resultados com outro produto ja

amplamente utilizado na prética clinica para tratamento de feridas.

Obijetivos especificos

- Identificar, na literatura cientifica, niveis de evidéncia sobre o uso do 6leo de Rosa
Mosqueta na cicatrizagéo de feridas;

- Desenvolver uma formulacdo 6leo/agua elegante e estavel, contendo 6leo de Rosa Mosqueta
e avaliar a estabilidade dessa formulacgéo a partir de caracteristicas fisico-quimicas, quimicas e
microbioldgicas;

- Verificar e comparar a eficacia do 6leo de Rosa Mosqueta e da emulsdo contendo 30% desse
6leo no processo de cicatrizacdo de ratos Wistar adultos por meio de avaliacdo morfolégica e

morfomeétrica.
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5. DESENVOLVIMENTO

5.1 A ROSA MOSQUETA COMO POTENCIAL AGENTE CICATRIZANTE:
REVISAO INTEGRATIVA

Meétodo

Foi realizada revisao integrativa sobre o uso do 6leo de Rosa Mosqueta na cicatrizacao
de feridas empregando-se as seguintes etapas: elaboracdo da hipotese e definicdo dos
objetivos da pesquisa; busca na literatura para definicdo dos descritores bem como
delimitacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo; coleta dos dados; anélise critica dos estudos
incluidos; discussdo dos resultados e finalmente a apresentacdo da revisao (Souza et al, 2010).

Como pergunta norteadora desta revisdo foi levantada a seguinte questdo: que
evidéncias existem na literatura cientifica que comprovem a eficidcia do 6leo de Rosa
Mosqueta na cicatrizacdo de feridas? Foram incluidos artigos publicados nas linguas inglesa,
espanhola e portuguesa que apresentassem como tema de estudo unicamente a aplicacéo
topica do 6leo de Rosa Mosqueta no processo de cicatrizacdo cutanea.

A busca foi realizada entre julho e setembro de 2015 nas bases de dados eletrénicas
Literatura Latino-Americana de Ciéncias da Saude (Lilacs), Biblioteca Virtual em Salde
(BVS), Medical Literature Analysis and Retrieval System on Line (Medline), Biblioteca
Cochrane, Scientific Eletronic Library Online (Scielo), National Library of Medicine
(PubMed) e Proquest, por meio dos descritores “Rosa Mosqueta”, “wound”, “Rosa aff
rubiginosa”, “healing” ou “Rosa canina”. Nao foi estabelecido recorte de tempo para esta
revisdo. PublicacOes repetidas em diferentes bases foram contabilizadas apenas uma vez, e
aquelas ndo indexadas nas bases de dados digitais, porém consideradas importantes para essa
pesquisa foram resgatadas por meio do Programa de Comutacdo Bibliografica — COMUT.

As publicacbes listadas nas bases de dados com os descritores acima foram pré-
selecionadas a partir dos titulos e submetidos a avaliacdo de seus resumos quanto aos
objetivos e resultados. A leitura completa da publicagéo foi realizada apenas para os trabalhos
que apresentaram informacodes incoerentes.

Para coleta de dados dos artigos incluidos nessa revisdo foi utilizado instrumento
validado por Ursi et al (2006) cujos itens contemplam a identificacdo do artigo original,

caracteristicas metodoldgicas do estudo, avaliacdo do rigor metodoldgico, das intervencbes
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mensuradas e dos resultados encontrados (Ursi et al, 2006). Os niveis de evidéncia dos
trabalhos foram avaliados segundo a classificagdo do Oxford Centre for Evidence-Based
Medicine (OCEBM, 2011) e a qualidade metodologica dos ensaios clinicos foi avaliada
utilizando-se a escala de Jadad (Jadad, 1996). Os dados coletados foram entdo analisados e a

sintese dos trabalhos foi feita por meio de quadro sindptico.

Resultados e Discussao

A busca eletronica, ilustrada na Tabela 1, permitiu o agrupamento de 43 publicaces.

Tabela 1 Relacdo de descritores e nimero total de trabalhos resgatados por
base de dados pesquisada. Brasilia, 2015

Base de Descritores Ndamero de Ndamero de
Dados publicagdes publicagdes
encontradas  selecionadas
Lilacs “Rosa Mosqueta” 07 03
BVS “Rosa aff rubiginosa” OR “Rosa 11 08
Mosqueta” AND “Wound healing”
Medline  “Rosa aff rubiginosa” 01 01
Pubmed  “Rosa aff rubiginosa” or “Rosa 02 02
Mosqueta’ and “wound healing”
Scielo “Rosa Mosqueta” 06 01
DOAJ “Rosa Mosqueta” or “Rosa aff 06 02
rubiginosa”
Cochrane Rosa Mosqueta 01 0
Proquest “Rosa aff rubiginosa” OR “Rosa 20 0

canina” AND “wound”

Repeticodes (-) 11 11

Total 43 6

A pré-selecdo excluiu 37 trabalhos disponibilizados por meio eletrénico, restando

apenas 6 que contemplaram os critérios de inclusdo. Uma publicacdo foi posteriormente
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adicionada a amostra, solicitada por meio do COMUT, por ndo estar disponivel nas bases de
dados on-line. A figura 6 ilustra o processo de selecdo e incluséo dos trabalhos selecionados.

Obtencao

Uso de
descritores

Atendem
critério de
inclusdo

m-

Figura 6 Esquematizagdo para obtengéo das publica¢Ges presentes na revisdo integrativa.
Brasilia, 2015.

A Biblioteca Virtual em Saude foi a base de dados mais sensivel aos descritores
utilizados, apresentando o maior nimero de publicacdes selecionadas (Tabela 1). A amostra
foi constituida por cinco artigos (71,4%), uma dissertacdo (14,3%) e uma carta enviada a
redacéo (14,3%). A origem das publicacGes foi predominantemente brasileira (N=5; 71,4%),
seguida pela espanhola (N= 2; 28,6%). Quando avaliado o idioma de publicacdo, entretanto,
essa diferenca torna-se menor, ja que quatro trabalhos foram publicados em Portugués
(57,15%) e trés publicados em Espanhol (42,85%). Todos os trabalhos analisados estavam
ligados a area de pesquisa de Universidades brasileiras ou espanholas, apenas dois artigos
foram desenvolvidos em unidades hospitalares e um artigo apresentou a participacdo de mais
de uma instituicdo.

Em relacdo a area de formacéo dos pesquisadores, quatro dos artigos analisados foram
publicados por médicos (57,1%), um ndo especificava a area de formacédo (14,3%) e outros
dois foram publicados por enfermeiros (14,3%) e médicos veterinarios (14,3%) cada. Em
relacdo ao tipo de periddico, dois trabalhos foram publicados em revistas médicas (28,6%),
um trabalho em revista de enfermagem geral (14,3%) e outro em revista de medicina
veterinaria (14,3%). Um dos trabalhos nédo foi publicado em revista e outros dois foram
publicados em revistas de outras areas da saude (28,6%).

Quanto ao tipo de delineamento dos estudos avaliados evidenciou-se uma revisdo de

literatura, trés estudos experimentais ndo clinicos, um estudo clinico de delineamento néo-
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experimental, um estudo com delineamento quase-experimental e outro com delineamento
experimental, porém de baixa qualidade metodoldgica. A qualidade metodoldgica dos estudos
clinicos foi avaliada como baixa segundo a escala de Jadad. A tabela 2 apresenta a sintese dos
trabalhos incluidos nesta reviséo e a tabela 3, mostra a avaliacdo dos estudos segundo nivel de

evidéncia e qualidade metodoldgica para estudos clinicos.

Tabela 2 Trabalhos consultados na revisdo integrativa sobre 6leo de Rosa mosqueta. Brasilia,
2015.

AUTORES ANO TIPO DE OBSERVACOES
ESTUDO
MARCHINI F.B 1988 Estudo néo O oleo possibilitou cicatrizacdo eficiente das
et al. clinico feridas em ratos wistar, com tecido de

granulagdo mais organizado e maior
deposicédo de colageno que o grupo controle.

GIMENEZ J.C.M 1990 Quase Ulceras varicosas ou feridas pos-operatorias
etal. experimental de individuos tratados com  dleo
placebo apresentaram menor tempo de cicatrizacdo,
controlado menores taxas de recidiva e ndo apresentaram
com amostra efeitos colaterais.
pareada.
MARCHINI, 1994 Estudo ndo Ratos Wistar machos tratados com Oleo
F.B. clinico apresentaram tecido de granulacdo com

desenvolvimento e organizagdo  mais
acelerados, remodelacdo de colageno mais
acentuada e maior namero de fibroblastos em
comparacéo ao grupo controle.

CANELLAS, M. 2008 Estudo O estudo indica que o uso do 6leo refinado

etal. experimental em humanos com ferimento pés-cirdrgico
podoldgico deve ser realizado ap6s 48h para
evitar a ocorréncia de maceragdo da cicatriz.
Este tipo de 6leo proporciona reconstituicéo
tecidual com cicatriz minima. Enquanto que
0 6leo bruto ndo apresenta estabilidade.

SANTOS, JS, et 2009 Estudo de Os trabalhos presentes na revisdo enfatizam a
al. Revisdo associacdo de 4&cidos graxos essenciais
(linoléico, linolénico e oléico) como
possiveis responsaveis do efeito terapéutico
do 6leo de rosa mosqueta em feridas abertas.

MADJAROF, C. 2011 Estudo ndo- Individuos com  cicatriz  hipertrofica
& LINARELLLI, apresentaram melhora da textura, elasticidade
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M.C.B. experimental e aparéncia geral da cicatriz ap6s 28 dias de
uso.

EURIDES, D et 2011 Estudo ndo O grupo de ratos tratados com Oleo

al. clinico apresentou reducdo do edema, menor area de

controlado lesdo, maior deposicdo de colageno e

completa epitelizagdo no 13° dia pods
operatorio em relagéo ao grupo controle.

Tabela 3 Avaliacdo dos trabalhos consultados por nivel de evidéncia e qualidade
metodoldgica para estudos clinicos. Brasilia, 2015.

Artigos Nivel de Evidéncia indice de Jadad
MARCHINI FB et al.1988 5 NA
GIMENEZ JCM et al. 1990 4 0
MARCHINI FB. 1994 5 NA
CANELLAS M et al. 2008 2 2
SANTOS JS et al. 2009 5 NA
MADJAROF C & 3 0
LINARELLI MCB. 2011
EURIDES D et al. 2011 5 NA

A eficécia do 6leo de Rosa Mosqueta no processo de cicatrizagdo vem sendo estudada
nas ultimas trés décadas, com destaque para a producdo brasileira. Apesar disso, poucos
estudos sobre o tema foram publicados (Marchini, 1994; Winther, 2013; Santos, 2009;
Marchini et al, 1988; Gimenez, 1990; Canellas, 2008; Eurides, 2011; Madjarof, 2011).

O interesse pelo 6leo de Rosa mosqueta surgiu em 1988, com o primeiro estudo
experimental ndo clinico realizado por Marchini, que a partir de entdo, seguiu nesta mesma
linha para avaliar a eficacia deste insumo no processo de cicatrizacdo de feridas em ratos
Wistar (Marchini, 1994; Marchini et al, 1988)

A avaliagdo histoldgica das lesGes tratadas com o 6leo mostrou um tecido cicatricial
com maior deposi¢do de colageno, menor nimero de macréfagos e maior quantidade de
fibroblastos aos 7, 14 e 21 dias de regeneracdo. Além disso, observou também que as lesdes
apresentavam tecido de cicatrizagdo mais avancado com tecido de granulacdo mais

organizado que o grupo controle (Marchini, 1994).
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Eurides et al (2011) obteve resultados semelhantes ao observar que as lesdes tratadas
com Gleo de Rosa Mosqueta apresentaram reducdo do edema, menor area de lesdo a partir do
sétimo dia pds-operatorio (DPO), maior deposicdo de coldgeno e completa epitelizacdo no 13°
dia quando comparado ao grupo controle tratado com solugdo de soro fisiologico a 0,9%
(Eurides, 2011).

Apesar de ndo oferecerem niveis de evidéncia suficientes para uma recomendacao
clinica, os estudos em animais permitem investigar eficacia e seguranca de um produto novo
antes de ser testado em humanos. Nos estudos dessa natureza levantados nesta revisdo, o
achado mais importante foi a reducdo de infiltrado inflamatério e boa organizacdo de
coladgeno das lesdes tratadas com Oleo de Rosa Mosqueta quando comparado ao grupo
controle. Apesar dos resultados satisfatorios desses estudos, a comparacdo do grupo
experimento se deu apenas com o tratamento placebo com soro fisioldgico, sendo interessante
a inclusdo de um controle positivo para avaliacdo da eficacia do éleo de Rosa Mosqueta na
cicatrizacdo de feridas.

A capacidade anti-inflamatdria do 6leo de Rosa Mosqueta pode ser de interesse clinico
no tratamento de feridas, especialmente naquelas de dificil tratamento. A cicatrizacdo envolve
uma sequéncia de eventos complexos e sobrepostos que devem se equilibrar para um
adequado reparo tecidual. Ap6és o dano celular, o primeiro evento a ser desencadeado € a
hemostasia por meio da cascata de coagulacdo. Nesse processo, o fibrinogénio é convertido
em fibrina, que, ao ser polimerizada, forma uma capa que recobre a lesdo e que servira de
matriz proviséria para a invasdo de varios tipos celulares (Irion, 2012). Cerca de 24h — 48h
depois, células inflamatdrias comecam a infiltrar na ferida, degradando a camada de fibrina
que sera substituida por colageno (Irion, 2012). Esse processo inflamatério permite a limpeza
do tecido lesionado para substituicdo de tecido novo. Entretanto, se a inflamacéo local se
mantém além do esperado, o periodo de fechamento da lesdo é prolongado, favorecendo a
ocorréncia de infecgdes, exsudatos, necroses e a formacédo de um tecido de ma qualidade.

Em revisdo de literatura, Santos et al (2009), reuniram informacGes sobre a
composi¢do bioquimica do 6leo de forma a levantar evidéncias sobre seu uso na cicatrizagdo
de feridas. As informacgdes reunidas indicam que a Rosa Mosqueta tem propriedades
cicatrizantes pela combinacdo de acido oléico, linoléico e linolénico (Ferreira, 2012). Tais
compostos, conhecidos como &cidos graxos sdo importantes componentes estruturais das
membranas bioldgicas, além de atuarem como precursores de mensageiros intracelulares, pois

quando oxidados, geram adenosina trifosfato (ATP) (Ferreira, 2012). Ressalta-se também a
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presenca de fendis e carotenoides encontrados no 6leo de Rosa Mosqueta, cujas propriedades
antioxidativas podem favorecer a regeneragéo tecidual (Cunja, 2015).

Foram encontrados trés estudos clinicos com o 6leo de Rosa Mosqgueta no tratamento
de feridas ou relacionado ao modelamento cicatricial. O primeiro deles, relatado por Gimenez
et al (1990), foi um estudo experimental que avaliou o efeito do 6leo a 26% na cicatrizagao de
feridas de etiologia variada. Os pesquisadores incluiram 10 pacientes portadores de Ulceras
venosas ou pos-cirargicas de dificil cicatrizacdo e avaliaram o tempo de cura e a recidiva de
lesbes comparados com grupo controle de amostra pareada. Foram avaliados pacientes com
Ulceras varicozas, Ulceras postraumaticas, eczemas de contato e deiscéncias pds-cirurgicas. Os
autores verificaram que o grupo tratado com o 6leo apresentou processo de cicatrizacdo mais
avancado, com tecido de granulacdo mais organizado e maior deposi¢do de colageno que o
grupo controle. Observou-se uma diferenca de até 29 dias no tempo de cicatrizacao entre o
grupo tratado e o grupo controle (23,25 dias para o grupo terapéutico contra 52,2 dias para o
grupo controle).

Apesar do bom resultado descrito, alguns vieses devem ser destacados: a amostra de
apenas 10 pacientes restringe os achados do estudo. Além disso, ndo fica claro a forma de
aleatorizacdo da amostra e o tipo de produto utilizado para o grupo controle. Ha que se
destacar também que a inclusdo de diferentes tipos de feridas dificulta a comparacdo dos
resultados. O estudo ndo confere clareza metodoldgica, os dados sdo pouco objetivos e 0
tratamento estatistico se restringiu a descri¢do das proporcdes, ndo permitindo confirmar se as
diferencas encontradas sdo estatisticamente significativas.

Um estudo clinico experimental, realizado por Cafiellas et al (2008), testou o 6leo de
Rosa Mosqueta bruto e refinado em ferida operatéria de cirurgias podoldgicas em 50
pacientes, comparando-as com grupo controle por 12 dias. Eles ndo encontraram diferencas
no tempo de cicatrizagdo, porém concluiram que o Oleo refinado melhora o processo de
cicatrizagdo, produzindo uma cicatriz minima. O 0leo bruto ndo deve ser utilizado por ndo
apresentar estabilidade com o tempo. Destacaram também que o uso do 6leo em feridas pos-
cirurgicas, cicatrizando por primeira intencdo, deve ser utilizado 48h apds o procedimento
para evitar o excesso de maceracdo do tecido. O estudo, entretanto, ndo esclarece como foi
realizada a randomizacdo da amostra nem especifica o tipo de produto utilizado no grupo
controle. Quanto ao tratamento dos dados, foi aplicado apenas estatistica descritiva, 0 que ndo
permite afirmar se as diferencas encontradas sao significantes.

Estudo proposto por Madjarof e Linarelli (2011), investigou o efeito de um produto

comercial (Rinopel®) em 23 pacientes de 18 a 60 anos com cicatriz hipertréfica formada ha
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no maximo quatro meses. Foi avaliada textura, elasticidade e aparéncia geral da cicatriz tanto
pelos pacientes quanto pelos pesquisadores utilizando o Standard Guide for Sensory Claim
Substantiation. Apo6s 28 dias de uso do produto 87,0%, 82,6% e 957% dos
voluntarios/julgadores referiram melhora da textura, elasticidade e aparéncia geral da cicatriz,
respectivamente. O estudo, porem, utiliza amostra de conveniéncia, ndo possui grupo controle
e ndo padronizou dose e quantidade de aplicagcBes. Ademais, o produto utilizado é uma
combinacédo de 6leo de Rosa Mosqueta, 6leo de Centella Asiatica e de vitamina E, ndo sendo
possivel afirmar se os efeitos observados sdo atribuidos a Rosa Mosqueta. A andlise estatistica
é apenas descritiva e o estudo ndo fornece protocolo do Comité de ética.

Com base nos dados levantados, é possivel observar que nas Ultimas trés décadas
pouco se avancou na avaliacdo da eficacia da Rosa Mosqueta no processo de cicatrizacdo. Os
estudos clinicos levantados nesta pesquisa possuem vieses metodoldgicos que reduzem o
nivel de evidéncia e ndo sdo suficientes para uma recomendacao. Entretanto, os resultados de
estudos ndo clinicos mostram que o Oleo de Rosa Mosqueta pode ter atividade
imunomodulatéria no leito da ferida e favorecer a deposicdo de coldgeno e organizagédo
tecidual.

Em feridas pds-operatdrias, um estudo sugere que o 6leo deve ser utilizado apds 48h
do procedimento cirargico a fim de evitar maceracdo do tecido. Ressalta-se também que o
6leo refinado apresentou melhores resultados que o 6leo bruto. Outro estudo mostra
evidéncias de que o 6leo pode ter efeitos terapéuticos mesmo em uma concentracdo mais
baixa, a 26%.

Os estudos encontrados nesta revisao nao apresentaram nivel de evidéncia suficiente
para uma recomendacdo segura do 6leo de Rosa Mosqueta no tratamento de feridas. Apesar
disso, a composi¢do bioquimica do 6leo fornece subsidios para inferir que essa planta pode
trazer beneficios no tratamento de lesdes, especialmente as de dificil cicatrizagdo, pela sua
atividade imunomodulatoria.

Em adicdo, a necessidade de elaboracdo de um produto farmacéutico a base do 6leo de
Rosa Mosqueta se faz de particular interesse para a préatica clinica, pois permitira maior
estabilidade deste insumo, que permanecera maior tempo em contato com o leito da ferida e

provavelmente reduzird o incbmodo do paciente e custos do tratamento.
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5.2 DESENVOLVIMENTO E ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA DE
EMULSAO A BASE DE OLEO DE ROSA MOSQUETA

Materiais e Métodos

Composicao das formulagdes

As composigdes das formulacBes de solucbes e emulsdes a base de 6leo de Rosa

Mosqueta objeto de estudo estdo indicadas no quadro 2.

Quadro 2 Composicgdo (%) das formulacdes desenvolvidas a base de 6leo de Rosa
Mosqueta. Brasilia, 2015.

Solucgdes Emulstes
oleosas (% p/p)
Funcéo dos (% p/p)
Insumos :
INSUMOs FS&\% st\g E50 | E30 @ E25 | EI5
00 30 C50 C30 C25 C15
oleo de Rosa Principio ativo,
Mosqueta agente oclusivo e
(Pharma Nostra, lote de emoliéncia, 100 30 50 30 25 15
n® 37/01) veiculo da fase
oleosa
Tween 20
(DINAMICA®, lote emﬁgﬁ?égnte i ~ | 25 | 25 | 25 | 25
58914)
Alcool cetoestearilico Agente
etoxilado emulsificante e
(Casa da Quimica, agente de i i 2,5 25 25 25
lote 8083) viscosidade
Oleo mineral Veiculo da fase
oleosa, agente
. - 70 - - - -
oclusivo e de
emoliéncia
Propilparabeno
(Ueno Fine Chemicals - - 0,02 0,02 0,02 0,02
Conservante
— lote 3185) microbioldgico
Metilparabeno
(Opcéo Fenix — lote - - 0,18 0,18 0,18 0,18
9900411)
Carbbémero 940 Agente de
(Sumitomo Chemical) viscosidade i i 025 | 025 1 025 | 025
Glicerina Emoliente e
(Synth, lote 128492) umectante ou - - 9 9 9 9
agente molhante
Agua destilada Veiculo da fase - - 355 | 555 | 60,55 | 70,55
aquosa

Nota: E indica emulsdes e S solugdes oleosas.
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Preparo das solugdes oleosas

A solucdo oleosa S30 foi preparada a partir da diluicdo do 6leo vegetal com oleo
mineral a uma fracdo de 30%. A solugdo oleosa S100 apresentou 100% de Gleo de Rosa

Mosqueta em sua constituicao, sendo submetido apenas a manipulagdo de envase.

Preparo das emulsdes

As emulsdes com distintas propor¢des de 6leo Rosa Mosqueta (50, 30, 25 e 15% p/p)
foram elaboradas pelo método de inversao de fases.

Os constituintes solidos da fase aquosa (carbémero 940, metilparabeno e
propilparabeno) foram totalmente solubilizados na mistura de glicerina e agua destilada. Apds
dissolucgdo, o pH foi ajustado com trietanolamina até aproximadamente 5,5 para formacao do
gel de carbomero.

A fase oleosa da emulsdo foi elaborada a partir da mistura do 6leo de Rosa Mosqueta
com os agentes emulsionantes, Tween-20 e alcool cetoestearilico etoxilado.

Ambas as fases foram submetidas ao aquecimento até 70°C. Em seguida, a fase oleosa
foi vertida sobre a fase aquosa e misturada constantemente com auxilio do agitador mecénico,
durante 30 minutos. O pH foi ajustado a 5,5 adicionando-se trietanolamina e/ou solucéo de

acido citrico a 10%.

Selecdo da emulsao para estudo de estabilidade acelerada

Andlise organoléptica das formulacdes

A selecdo da emulsdo submetida ao estudo de estabilidade acelerada foi baseada na
analise sensorial da cor, odor e consisténcia das formulagdes apds 24h do preparo (Gil et al,
2010).

As emulsbes foram classificadas com ou sem odor caracteristico do éleo de Rosa
Mosqueta ou de ranco, de coloracdo branca ou amarela e aspecto emulsionado consistente,
emulsionado fluido ou quebra de emulséo.

As solugdes oleosas, S100 e S30, também foram submetidas a anélise organoléptica e
suas caracteristicas usadas como pardmetros de comparagdo para a caracterizagdo das

emulsoes.
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Estudo de estabilidade acelerada

A emulsdo E30 e as solucBes oleosas S30 e S100 foram submetidas ao estudo de
estabilidade acelerada em cAmara climética a 40 °C e 75% UR por 90 dias.

Os ensaios fisicos, quimicos, fisico-quimicos e microbiologicos a que foram
submetidos os produtos ocorreram no 1°, 7°, 15° 30° 60° e 90° dia apOs manufatura e/ou
envase (Vadas, 2004).

Acondicionamento dos produtos

Lotes de 200g, em triplicata, de cada produto foram divididos em aliquotas de 30g. As
amostras foram acondicionadas em 6 frascos de vidro transparente com tampa rosqueavel e

capacidade para 50 mL e armazenadas a 40 °C e 75% UR por 90 dias.

Teste de perda de massa

A massa das amostras acondicionadas nos frascos com tampa foi aferida em balanca
analitica no 1°, 7°, 15°, 30°, 60° e 90° dia ap0s envase. A perda de massa (P%) foi calculada a
partir da relacdo da massa inicial (M,) aferida no 1° dia de coleta e a diferenca da massa
inicial e massa obtida nos demais dias de coleta (Mg), de acordo com a equacéo 1.

Equacédo 1
P (%) = 100 x (Mo — Mg) /M,

Teste organoléptico

Analise sensorial de cor, odor e aspecto dos produtos realizada 24h ap6s manufatura
e/ou envase dos produtos foi usada como pardmetro de comparacgdo, seguindo o protocolo

descrito a continuacéo (Brasil, 2004; Brasil, 2008):

Caracterizagéo da cor e odor: normal (N) ou alterada (A).
Caracterizacao do aspecto: emulsionado consistente (C); emulsionado fluido (F); separacao

de fases ou quebra de emulséo (S).
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Teste de centrifugacdo

A estabilidade frente ao estresse mecénico foi avaliada através do teste de
centrifugacdo. Aliquotas de 2g da emulsdo E30, em triplicata, foi submetida a 3000 rpm por
30 minutos a temperatura ambiente em microcentrifuga.

O indice de cremeacdo (C%) foi calculado atraves da relacdo entre a fase emulsionada
(Ve) e o volume total (V), de acordo com a equacéo 2 (Rodrigues, 2013).

Equacéo 2
C (%)= 100 x (Ve/Vy)

Teste de pH

Aliquotas de 1g da emulsdo E30, em triplicata, foram dispersas em 10mL de agua
destilada e submetidas a leitura em pHmetro digital (Gehaka® PG 1800) previamente
calibrado (Rodrigues, 2013; Velasco et al, 2008).

Teste de espalhabilidade

A determinacéo da espalhabilidade foi realizada com adaptacdo da metodologia de Knorst
(1991), utilizando um aparato de placas de vidro montado sobre papel milimetrado. Uma
placa-molde com 20 cm de diametro, 0,3 cm de espessura e com orificio central de 1,2 cm de
diametro foi colocada sobre uma placa-suporte de vidro (20 cm x 20 cm) posicionada sobre o
papel milimetrado.

A emulsdo foi introduzida no orificio da placa-molde e a superficie nivelada com espatula.
Apbs cuidadosa retirada da placa-molde foram adicionadas, sucessivamente, cinco placas de

vidro de massa aproximada e conhecida em intervalos de um minuto.
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Figura 7 Procedimentos para avaliagdo do indice de espalhabilidade. A — placa de vidro posicionada sobre
papel milimetrado; B — placa molde com orificio central; C — preenchimento do orificio central com a
amostra da emulsdo; D — visualizacdo do volume de amostra submetido a espalhabilidade apés retirada da
placa molde; E e F — posicionamento das placas de vidro para avaliacdo da espalhabilidade, medindo-se os
diametros horizontal e vertical da area ocupada pelo creme.

Foi calculada a média dos diametros (d) abrangidos pela amostra em posi¢des opostas

(horizontal e vertical) e a espalhabilidade (Ei) obtida através da equacao 3 (Knorst, 1991).
Equacédo 3
Ei= d* x n/4

Onde d representa a média dos diametros horizontal e vertical obtido em cada placa.

Teste microbiol6qgico

Os testes microbioldgicos das emulsdes e das solugbes oleosas foram realizados
segundo as orientacdes da Farmacopeia Brasileira (2010). Foram realizados ensaios descritos
para produtos ndo estéreis visando garantir a qualidade e o controle de fabricacdo previstos
nas boas préticas visando atender os parametros dos limites aceitiveis para microrganismos
neste tipo de formulagao.

Para os ensaios microbiolégicos, uma aliquota do produto nos diferentes dias de
analise foram coletadas em francos estéreis, com técnica asséptica, em capela de fluxo
laminar classe Il. As aliquotas foram pesadas e encaminhadas para o laboratorio de analise
microbioldgica.

Preparo das amostras: De cada amostra foi pesado 1g da aliquota e diluida em 9 mL
de solucdo tampdo cloreto de sddio-peptona, pH 7,0 , configurando uma diluicdo na
proporcéo 1:10. Adicionou-se como agente tensoativo o polissorbato 80 na concentracao de 1

mg/ml para facilitar a disperséo e inativar a agdo antimicrobiana do parabeno.
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A partir da primeira diluicdo 10™, preparou-se diluicdes decimais sucessivas até a
diluicdo de 107 com o mesmo diluente.

Semeio: Foi utilizado o método quantitativo de contagem de UFC (Unidades
Formadoras de Col6nias), com semeio em superficie por distensdo com alca de Drigalsky.
Para cada fator de diluicdo foram tomadas duas placas de &gar caseina-soja, preparadas
previamente, conforme orientacdo do fabricante. Em cada placa foi adicionado 0,1ml de cada
diluicdo e espalhado com o auxilio da alca. As placas foram mantidas na capela de fluxo
laminar por 15 minutos até a completa absorcdo da aliquota na superficie do agar.

Ap06s os 15 minutos as placas foram cultivadas em estufa bacteriolégica calibrada com
temperatura de 35,5°C onde foram mantidas por 4 dias. Em todos os testes foram utilizadas
placas sem semeio como controle negativo.

Contagem de Unidades Formadoras de Col6nicas (UFC): Foram selecionadas as
placas semeadas com aliquotas das diluicdes 10 e 107 por apresentarem niimeros de colonias
contaveis. O numero de UFC total das placas foi determinado usando-se a seguinte equagao:

Equacéo 4
UFC = Numero de coldnias X Fator de dilui¢do/0,1
O numero total de UFC foi determinado pela média aritmética dos valores de cada

placa das duplicatas das dilui¢cGes selecionadas.

Avaliacdo da atividade antioxidante

A avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro da emulsdo submetida ao estudo de
estabilidade, assim como das solucdes oleosas foi realizada em triplicata e determinada pelo
método ABTS (acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (RE et al, 1999) com
modificacdes.

O radical ABTS foi inicialmente formado a partir da reagcdo de 7nM de ABTS com
2,45nM de perssulfato de potassio, incubado em temperatura ambiente e protegido da luz por
no minimo 16h. Apds esse periodo, uma aliquota do radical foi diluida em etanol (96°GL,
P.A.) até obtencdo de uma solucdo com densidade Optica de aproximadamente 0,700, a um
comprimento de onda de 754 nm.

Compostos antioxidantes presentes no 6leo Rosa Mosqueta foram extraidos das
formulacGes em teste (E30, S30 e S100), adicionando-se solucdo de acetona e etanol na
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proporgdo 80:20 (v/v), obtendo-se solugdes com a concentragdo de 1000 mg/mL submetidas a
centrifugagdo em rotagéo de 15000 rpm por 10 minutos a 25°C.

Aliquota de 20 pL de solucéo extrativa obtida apds centrifugacéo foi adicionada a 980
uL de solucdo etanolica de ABTS com absorbancia (Ao) previamente determinada. Apds
homogeneizacdo em vortex, a solucdo era acondicionada em microcubeta e mantida em
repouso ao abrigo da luz por 6 minutos dentro do espectrofotdmetro até leitura (Af) com
absorbancia determinada de 0,754nm. Apenas os valores que apresentaram densidade Otica
em torno de 50% do valor obtido para a solucdo do reativo ABTS (cerca de 0,700), foram
consideradas.

Os resultados foram expressos em Capacidade Antioxidante Total Equivalente ao
Trolox (TEAC uM). Os calculos foram realizados de acordo com a equacdo ilustrada a seguir.

Equacéo 5
Inibicdo do radical (%) = (1 — A#/Ao) X 10

Onde At corresponde a absorbancia de cada amostra analisada e Aq a absorbancia do
radical.
A concentracdo equivalente em Trolox foi calculada a partir da equacdo da reta

ilustrada no gréfico 1, estabelecida através de solucGes padrao de trolox.
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Gafico 1 Determinagdo da curva-padrao de trolox. Brasilia,
2016.

A correcdo da diluicdo foi calculada de acordo com a equacéo 6.

Equacéo 6
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(TAEC(pM) X fator de diluicdo)

TEAC (uM)correcio diluicio = — - _
Concentragio soluc¢do extrativa

Avaliacdo do teor de betacaroteno

A avaliacdo da estabilidade quimica das solugdes oleosas de Rosa Mosqueta (S30 e
S100) também foi dimensionada a partir da analise do teor de betacaroteno. Esta substancia
foi selecionada para analise por apresentar capacidade anti-oxidante amplamente reconhecida,
como também devido a disponibilidade de metodologia analitica, simplificando a execucao da
analise (Molica, 2015).

A identificacdo e quantificacdo de betacaroteno foram realizadas através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A separacdo foi realizada em uma coluna
analitica de fase reversa revestida de silica (C18) de aproximadamente 35um de diametro. A
deteccdo das fragdes de betacaroteno foi realizada a 450nm.

Aliguotas de 0,59 de solucdo S100 foram solubilizadas em 1mL de solugdo de
diclorometano:acetona na propor¢do 80:20 (v/v) enquanto aliquotas de 0,5g de solugdo S30
foram solubilizadas em 0,5mL da mesma solugdo organica. Uma fracdo de 10uL de cada
amostra, em triplicata, foi injetada a uma velocidade de 0,8 puL.min-1 e eluidas em fase movel
composta por acetonitrila:diclorometano nas propor¢des 70:30 (v/v) em corridas de 13
minutos. Os picos foram identificados pela comparacdo com o tempo de retencdo do padréo
de B-caroteno, >95% de pureza (Sigma Aldrich, EUA) e a quantificacdo foi baseada na curva

analitica construida a partir da validacdo do método com o padréo (cf. Gréfico 2).

Correlacao de concentragao de
betacaroteno e area do pico

400000 |
300000 y = 68364x - 7709—
8 R2 =0,9947
2 200000
o
©
§ 100000
\< O $
-100000 | 2 3 4 5 6
Concentragao

Gafico 2 Correlagdo das concentrac@es do padrdo de betacaroteno e area do pico,
equacdo da reta e correlagdo de Pearson. Brasilia, 2016.
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Analise estatistica

Os dados foram analisados no programa SPSS for Windows 20.0 e os gréaficos e figuras
construidas no programa GraphPad Prism 7.0. A normalidade da amostra foi definida por
meio do teste Shapiro-Wilk. Dados multivariados foram submetidos a teste estatistico Anova
ou Anova Two-Way com poés-teste de Benjamini, Krieger e Yekutieli. A analise qualitativa
foi realizada utilizando-se o Teste Exato de Fisher. Diferencas entre médias foram

consideradas significativas quando p<0,05.

Resultados e Discussao

Os trés lotes elaborados da emulsédo E30 (A, B e C) apresentaram-se consistentes e de
coloracdo branca-opaca, sem odor caracteristico do 6leo de Rosa Mosqueta ou de ranco. A
analise estatistica mostrou Alpha de Cronbach de 0,99, indicando que houve boa
repetibilidade entre as triplicatas com pouca variagdo dos resultados entre os lotes.

Ao longo dos dias de observacdo, notou-se odor de rango, tanto nas amostras da
emulsdo E30 quanto no 6leo de Rosa Mosqueta (S100), atingindo maior intensidade de odor
aos 90 dias de armazenamento em condic¢des climaticas controladas. Alteracdes evidentes de
cor e consisténcia foram observadas a partir do 60° dia e todas as amostras de emulsdo E30
assumiram coloragdo creme opaca com manchas amareladas, intensificando essas

caracteristicas no 90° dia (cf. Fig. 8).
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Figura 8 Demonstrativo da avaliagéo de cor, odor e consisténcia das emuls6es durante os dias de anélise. Brasilia, 2016.

As amostras da emulsdo E30 apresentaram reducgdo da consisténcia no D60, porém
mais intenso nas amostras A e C. No dia 90, todas apresentaram consisténcia fluida
evidenciando quebra de emulséo. O estudo de espalhabilidade confirmou essa tendéncia
mostrando aumento brusco do indice de espalhabilidade no dia 90, mais acentuado no lote C
(cf. Fig. 9).



Espalhabilidade (mm ?)

100001

8000 A

6000

4000

20001

40

<0,001 1509

<0,001

-

o

o
1

Espalhabilidade relativa (%)
(4]
o
L

o
i
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A diferenca de massa nos dias de armazenamento em relacdo ao dia inicial é
apresentada na figura 10 a seguir. A emulsdo C apresentou menor perda de massa ao longo do
tempo, embora ndo tenha sido identificada diferenca significativa entre as amostras (cf Fig.
10-B). Também ndo foi encontrada correlagdo entre o indice de espalhabilidade e perda de
massa (cf Fig. 10 - A).
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Figura 11 A — Correlacdo de Pearson para perda de massa e espalhabilidade; B - Esquema de perda de massa das amostras ao
longo dos dias de armazenamento. Brasilia, 2016. Teste Anova, p=0,777.
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As caracteristicas organolépticas ap6s centrifugacdo sofreram alteracdo apenas no 90°
dia de estudo, quando ocorreu quebra de emulsdo nos trés lotes de emulsdo E30 analisados.
Quanto as solucbes oleosas, tanto o Oleo de Rosa Mosqueta puro quanto o 6leo a 30%
mantiveram suas caracteristicas organolépticas ao longo dos dias, com intensificacdo do odor
de rango e formacéo de precipitado no dia 90. O quadro 3 mostra as caracteristicas fisico-
quimicas das trés emulsdes ao longo dos dias de anélise.

Quadro 3 Caracteristicas organolépticas das emulsdes ao longo dos dias de
armazenamento. Brasilia, 2016.
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60° Dia de

armazenamento

90° Dia de

armazenamento

Houve uma tendéncia de aumento do pH das amostras, mais acentuada na amostra C,
até o 30° dia de avaliacdo, sofrendo queda progressiva até o dia 90 (cf Fig. 11). A reducgdo do
pH foi positivamente correlacionada com a perda de massa das amostras ao longo dos dias (cf
Fig. 12). Embora tenha sido encontrada correlacdo positiva entre pH e espalhabilidade

(p<0,001), essa correlacéo foi baixa (cf Fig. 13).

2-
Hl Amostra A
1- 0 Amostra B
B Amostra C
0-
T
o #
« 0,019
_1-
- <0,001
0,04
-3 T T T T T T
1 7 15 30 60 90

Tempo experimental (dias)

Figura 12 Diferencas de pH entre as amostras e ao longo dos dias de armazenamento. Brasilia,
2016. TesteAnova Two-Way com poés-teste de Benjamini, Krieger e Yekutieli. * diferenca
entre amostras A e B; # Diferencas entre amostras A e C.
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Figura 13 Correlacéo entre perda de massa (g) e pH longo dos dias de analise. Correlacdo de Pearson. Brasilia, 2016.
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Figura 14 Correlagdo entre pH e esplhabilidade das amostras ao longo dos dias
de analise. Correlacéo de Pearson. Brasilia, 2016.
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A capacidade antioxidante in vitro das emulsfes e dos 6leos mostrou tendéncia de
queda ao longo dos dias de analise ndo se observando capacidade antioxidante nas amostras
de 6leo no dia 90 (cf Fig. 14 — A). Comparado ao 6leo puro, as emulsdes mostraram maior
capacidade antioxidativa ao longo dos dias, com queda acentuada apds o dia 90 (cf Fig. 14 —
B). A amostra de 6leo a 30% mostrou equivaléncia no grau de capacidade antioxidativa em
relacdo ao 6leo puro, mantida ao longo dos dias de analise.
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Figura 15 Capacidade antioxidativa in vitro nas emulsdes e amostras de 6leo ao longo dos dias de armazenamento. B -
Comparacdo (%) capacidade antioxidativa das emulsdes e do 6leo a 30% comparado ao dleo puro, Brasilia, 2016. TesteAnova
Two-Way com pos-teste de Benjamini, Krieger e Yekutieli. p<00,1 entre cremes e 6leos.

A capacidade antioxidativa das amostras dos trés lotes da emulsdo E30 submetidas ao
estudo de estabilidade acelerada mostraram forte correlacdo positiva com o pH, apresentando
maxima capacidade antioxidante em situacdo de pH mais elevado (cf Fig.15) e fraca
correlagdo negativa com a espalhabilidade das amostras (cf Fig. 16).
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Figura 16 Correlagdo entre pH e capacidade antioxidante in vitro (UM Trolox) das emulsfes A (1), B (2) e C (3) ao longo dos
dias de analise. p<0,001, Correlacéo de Pearson. Brasilia, 2016.
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O doseamento de betacarotenos nas amostras de 6leo mostrou queda acentuada da

concentracdo a partir do 30° dia de armazenamento (cf Fig. 17 — A). A concentracdo de

betacarotenos na amostra de 6leo 30% foi de aproximadamente um ter¢o da concentracdo

encontrada no 6leo puro. Foi observado, porém, que essa concentracdo chegou a 50% da

concentracdo do 6leo puro no 30° dia (cf Fig. 17 — B), quando houve queda brusca até ndo ser

possivel identificar betacaroteno por meio do método.
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Figura 18 A - Concentracdo de Betacaroteno nas amostras de 6leo ao longo dos dias de armazenamento. B - Comparagdo da
dosagem de betacaroteno no 6leo a 30% comparado ao dleo puro, Brasilia, 2016. Teste Anova Two-Way com p0s-teste de

Benjamini, Krieger e Yekutieli, p<0,001.

Quanto ao estudo microbiologico, todas as amostras apresentaram crescimento

bacteriano e fungico nas primeiras 24h até o 7° dia de avaliacdo a ponto de prejudicar a

contagem de UFC. A amostra E30-A apresentou menor contaminagdo em todos os tempos de
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avaliacdo. Ao longo dos dias de analise, foi observado reducdo do crescimento de
microorganismos a partir do 15° dia em todas as amostras (cf. Fig. 18). O célculo de UFC foi
realizado no dia 60 nas diluicdes 10, pelo Método do Nimero Provavel (NMP), cujos

resultados podem ser visualizados na Tabela 4.

EE O

Figura 19 Apresentagdo de culturas em placas de petri das amostras analisadas ao longo dos dias
de armazenamento, Brasilia, 2016. Legenda: E30-A: emulsdo 30%, triplicata A; E30-B: emulséo
30%, triplicata B; E30-C: emulsdo 30%, triplicata C; S100 — 6leo de Rosa Mosqueta 100%; S30 —
Solugdo de dleo de Rosa Mosqueta 30%.

Tabela 4 NMP de UFC por triplicatas da emulsdo elaborada
apos 60 dias de armazenamento. Brasilia, 2016.

Amostra UFC (NMP/mL)
Triplicata A 2,3.10”
Triplicata B 6,0.10°

Triplicata C 7,0.10°
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As emulsbes sdo misturas termodinamicamente instaveis de liquidos imisciveis,
estabilizada por um agente emulsificante, podendo conter ativos bioldgicos, naturais ou
sintéticos, dissolvidos ou dispersos em suas fases (Thompson, 2006). Por esse motivo, agentes
emulgentes - Tween 20, Alcool cetoestearilico etoxilado e Carbdmero 940 - sdo incorporados
a formulacdo visando otimizar a estabilidade do sistema ao proporcionar emulsificacdo e
aumento da viscosidade (Frange & Garcia, 2009). Contudo, a estabilidade de uma emulséo
também depende da interacdo entre as matérias primas utilizadas e as condicbGes de
armazenamento.

O estudo de estabilidade acelerada foi realizado com a emulsédo contendo a maior
concentracdo possivel de 6leo de Rosa Mosqueta (E30) a ser incorporada na formulagéo e que
permitiu a obtencdo de um produto esteticamente agradavel. Essa escolha foi baseada na
analise organoléptica, que consiste no primeiro teste empregado no controle de qualidade de
produtos farmacéuticos por meio da descricdo dos aspectos fisicos tais como cor, consisténcia
e odor. Essa andlise visual é uma prova analitica simples, porém necessaria para avaliacdo da
integridade fisica e estética do produto elaborado e serve para nortear o manipulador na
escolha do produto com maior tempo de prateleira ou prazo de validade (Gil, Matias &
Orlando, 2010).

A emulsdo E30 manteve sua integridade fisica nos primeiros 30 dias de
armazenamento sob condi¢cfes de temperatura e umidade que favoreciam a instabilidade da
formulacdo. Apds este periodo iniciou-se um processo gradual de degradacdo evidenciado por
alteracdes na cor, odor e consisténcia até completa separacao de fases da emulséo.

Os testes de centrifugacéo e de espalhabilidade permitem identificar, de forma simples
e rapida, possiveis instabilidades fisicas e alteracBes reoldgicas que possam atingir as
formulagoes.

Todas as amostras dos distintos lotes da emulsdo E30 apresentaram estabilidade
qguando submetidas a centrifugacdo, ocorrendo quebra da emulsdo apenas no dia 90, quando
as amostras ja mostravam sinais organolépticos de instabilidade. Quando a emulsdo é
submetida a centrifugacéo, a separacdo de fases pode ocorrer. O aumento da gravidade gerado
pela rotacdo provoca aproximacdo e fusdo das goticulas da fase interna, levando a cremeacéo
ou coalescéncia da emulsdo até total separacdo de fases, permitindo répida comparacéo de
informacdes sobre as propriedades fisicas das distintas emulsdes (Morais, 2006).

A espalhabilidade avalia caracteristicas fisicas relacionadas a manipulagédo e aplicacao
do produto. Do ponto de vista clinico é desejavel uma emulséo de facil aplicagdo no leito da

ferida a0 mesmo tempo em que sua consisténcia possa garantir oclusédo no local aplicado. Por
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outro lado, a fluidez deve permitir a retirada do produto sem trauma ao fragil tecido
neoformado. Até o dia 60 de armazenamento, a emulsdo E30 mostrou caracteristicas fisicas
adequadas para facil aplicacdo e retirada do leito da lesdo. O aumento significativo da
espalhabilidade ap6s o dia 60 esta relacionado a quebra das emulsées no dia 90. Esse aumento
gradual da espalhabilidade acompanhou a reducdo do pH ao longo do tempo, indicando
degradacédo da amostra.

A avaliacdo microbioldgica de uma formulacdo busca estabelecer parametros de
seguranca e qualidade para o usuario. Contaminacfes de formulacdes podem acarretar
alteraces fisico-quimicas e consequente instabilidade do produto, além de riscos de infeccdo
para o usuario (Brasil, 2010). Apesar do cuidado durante o preparo das emulsdes, foi
observado crescimento bacteriano e fangico de espécies comensais presentes no ambiente, o
que pode indicar contaminacdo durante a manipulacéo, tanto nas formula¢des O/A quanto nas
solucBes oleosas. Entretanto, houve decréscimo da colonizacdo das amostras ao longo do
tempo, ndo parecendo haver relagdo com a instabilidade das emulsbes e reducdo do pH
observados. Contudo, a alta carga microbioldgica inicial pode ter acelerado a degradacdo do
0leo e abreviado a estabilidade das emulsdes.

A triplicata E30-A apresentou menor crescimento microbioldgico em todos os dias de
analise. O calculo de UFC’s no dia 60 ainda se manteve acima do limite de seguranca de
200.000 para diluicdes 10 preconizado pela Anvisa. A diferenca significativa de carga
microbiana da triplicata A em relacdo as demais amostras pode estar relacionado ao
manipulador.

A reducdo da carga microbioldgica das amostras pode estar relacionada a eficiéncia do
sistema conservante da formulacdo, ou mesmo a alguma atividade antimicrobiana do 6leo,
visto que as solucdes oleosas apresentaram 0 mesmo comportamento. Hakansson et al (2006),
Chrubasik et al (2008) e Patel (2012) descreveram uma possivel atividade antimicrobiana do
0leo de Rosa Mosqueta, ainda pouco elucidada.

Embora ndo seja requerida a esterilidade de produtos tdpicos, ha um limite de
contamina¢do microbioldgica que deve ser observado. Apesar da reducdo da carga
microbiana, nossas amostras mantiveram indices acima dos permitidos pela Farmacopéia
Brasileira (Brasil, 2010).

O pH de uma formulacdo permite avaliar a estabilidade dos ingredientes, eficacia dos
principios ativos, seguranca do produto e compatibilidade com a via de administracdo
(Anvisa, 2004). Pequenas varia¢fes no pH indicam maior estabilidade fisico-quimica.
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O pH dos trés lotes elaborados mantiveram-se compativel com o pH da pele (que varia
entre 4,0-6,5) (Savian et al, 2011) até o 60° dia de armazenamento, variando entre 4,3 —4,8. A
alteracdo de pH foi mais evidente no dia 90 quando caiu abaixo de 3,5 em todas as emulsdes
analisadas, tornando-as improprias para uso dermatologico. Esse aumento de acidez parece
estar relacionado com a degradacdo quimica do Oleo, j& que a capacidade antioxidante e
concentracdo de betacaroteno mostraram o mesmo padrdo de queda ao longo do tempo nas
emulsdes e nas solugdes oleosas.

Em estudo de estabilidade acelerada de emulsdes 6leo em agua, Frange e Garcia
(2009) verificaram variacdo significativa de pH nas amostras armazenadas em estufas. Da
mesma forma, Savian et al (2011), em estudo de estabilidade preliminar de emuls6es O/A sob
condicdes variadas de armazenamento identificaram reducdo de pH nas amostras mantidas
sob temperaturas de 40°C. Ambos os autores concluiram que a alteracao do pH foi ocasionada
por degradacdo de compostos bioativos contidos nos 6leos, ja que o aquecimento favorece a
hidrélise de triglicerideos constituintes da fracdo oleosa, ocasionando a formacao de acidos
graxos livres que resultam em aumento da acidez e consequente mudancas fisico-quimicas da
emulsdo (Driscol, 2001).

A capacidade antioxidante neste estudo variou entre 0,2 e 1,0 uM Trolox.mL™ para as
solucdes oleosas e 0,5 e 2,0 pM Trolox.mL™ para as emulsdes formuladas a partir do 6leo.
Esses valores corroboram os achados de Roman (2013) que giram em torno de 60 a 120uM
Trolox 100g™ de casca do fruto seco (Roman, 2013).

A capacidade antioxidante de Oleos vegetais deve-se a presenca de diversos
componentes como tocois, carotenoides, compostos fenolicos e esterdis que frequentemente
agem em sinergismo (Castelo-Branco e Torres, 2011). Nosso estudo mostrou queda da
capacidade antioxidativa das amostras a medida que o pH se tornou mais acido. Houve queda
da concentragdo de betacarotenos nas solugfes oleosas, podendo indicar degradacdo desses
compostos. Salientamos, entretanto, que a oxidacdo lipidica é fendbmeno espontaneo em 6leos
vegetais e que a adicdo de agentes antioxidante em formulagbes cosméticas a base de 6leos
muitas vezes se faz necessario para aumentar a estabilidade e proteger os componentes do
6leo frente a oxidacdo (Savian et al, 2011).

A determinagéo da capacidade antioxidante em 0leos encontra dificuldades na falta de
padronizacdo de um método adequado, visto que a maioria dos métodos foi desenvolvida para
a analise de compostos hidrofilicos em amostras aquosas ou hidrofilicas. A fracdo hidrofébica
dos oleos ndo se mistura a0 meio aquoso, comum aos ensaios de capacidade antioxidante.

Consequentemente, a turbidez da amostra prejudica a determinacdo e os resultados gerados
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ndo sdo reprodutiveis. Embora inUmeras investigacdes a respeito da capacidade antioxidante
de 6leos vegetais estejam sendo desenvolvidas, ainda ndo ha consenso a respeito da melhor
maneira de adaptar os ensaios disponiveis, e a quantidade de informacdo publicada é
insuficiente (Castelo-Branco e Torres, 2011). Ainda assim, Prior et al (2005) indicam o uso
do TEAC como possivel de ser adaptado para compostos lipofilicos.

Os Oleos vegetais apresentam vantagens sobre os éleos minerais por serem menos
oclusivos permitindo boa penetracdo na pele e capacidade de transporte de agentes
terapéuticos. Ainda assim, possui acdo emoliente e oclusiva que favorece a permeacédo e
concentracdo de &gua na pele, evitando, dessa forma, a desidratacdo (Morais, 2006). Uma
formulacdo O/A possui a acdo tépica da fracdo oleosa aliada a funcdo emoliente da fase
aquosa, aléem de manter-se mais estavel no leito da ferida.

As emulsées O/A com 30% de 6leo de Rosa Mosqueta proposta neste estudo foram
estaveis por 30 dias mesmo armazenadas sob alta temperatura e umidade. Durante esse
periodo, mostraram compatibilidade com o pH da pele e espalhabilidade adequada para
aplicacdo topica. Além disso, as emulsées mostraram maior capacidade antioxidante até o dia
60 em relacdo ao Gleo puro, possivelmente indicando protecdo da fracdo oleosa e de seus
principios ativos pela fase aquosa.

Os dados apresentados nesse estudo de estabilidade permitem inferir que a emulséo
com Gleo de Rosa Mosqueta 30% pode ser mais eficiente no tratamento de feridas abertas do
que o 6leo puro. Entretanto, estudos de eficacia e seguranca sdo necessarios antes de uma
recomendacéo clinica.

Estudos posteriores sdo indicados para avaliar a estabilidade da emulsdo desenvolvida
neste estudo em condigdes de armazenamento diversas, além de aprimorar a formulacéo pela
adicdo de compostos antioxidantes buscando aumentar o tempo de estabilidade do produto e

prolongar a acdo bioldgica dos constituintes do 6leo.
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53 ESTUDO MORFOLOGICO E MORFOMETRICO DO PROCESSO DE
CICATRIZACAO EM RATOS WISTAR ADULTOS TRATADOS COM CREME DE
OLEO DE ROSA MOSQUETA

Método

O estudo foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental — CIEX da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso Animal —
CEUA sob o protocolo UnBDoC n° 28919/2015.

Aquisicao dos materiais

Oleo de Rosa Mosqueta (S100) — foi adquirido 6leo puro refinado da Pharma Nostra (lote n°
37/01), obtido de matéria prima chilena por prensagem a frio de sementes de Rosa Mosqueta.
O oleo, analisado por cromatografia gasosa apresenta 0s seguintes parametros e constituintes

de acordo com os quadros 4 e 5 a seguir:

Quadro 4 Descricao dos parametros fisico-quimicos do 6leo de Rosa Mosqueta segundo
cromatografia gasosa.
Testes Especificacoes Resultados Referéncias
Liquido amarelo a Liguido amarelo a Fabricante
Descricéo alaranjado, com odor alaranjado, com odor
caracteristico caracteristico
DN NGIEIYW 0,915 — 0,933 g/cm3 0,925 g/cm3 Fabricante
Indice de acidez Méx. 1,0 mgKOH/g 0,2 mgKOH/g Fabricante
indice de lodo 124 — 182 cgl/g 155 cgl/g Fabricante
Indice de peroxido VENSMINNGIII) 3,1 meg/Kg Fabricante
Umidade Maéx. 0,3% Isento Fabricante

Quadro 5 Composicao do 6leo de Rosa Mosqueta segundo
analise em cromatografia gasosa*.

Nome Concentracao

Acido Miristico 0,0a0,3%
Acido Palmitico 2,0 a10,0%
Acido Palmitoléico 0,0a1,0%
Acido Oléico 10,0 a 20,0%
Acido Linoléico 35,0 a 60,0%
Acido Linolénico 25,0 a 50,0%
Acido Araquidico 0,0 a2,0%
Acido Behénico 0,0a1,0%

*Fonte: Informacéo do fabricante.
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Creme de Rosa Mosqueta 30% (E30): o creme foi elaborado no Laboratorio de Controle de
Qualidade do Campus Ceilandia da Universidade de Brasilia, utilizando 30% do dleo puro em
base aquosa de gel de carbomero 940 pelo método de inversdo de fases. Os constituintes
liquidos e oleosos do creme foram filtrados em filtro para seringa com 0,45uM e o
procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar. O creme passou por teste de
estabilidade acelerada, tendo validade minima de 30 dias, suficiente para o procedimento

deste estudo.

Oleo de Rosa Mosqueta 30% (S30) - manipulado por meio da dilui¢do do 6leo puro em dleo

mineral a uma concentragédo de 30%

Creme de 0leo mineral a 30% (OM30) - elaborado pelo mesmo método do creme de Rosa
Mosqueta, substituindo-se o 6leo de Rosa Mosqueta por 6leo mineral a uma concentracao de
30% para formagéo da emuls&o.

Coléageno 50% (C50) - foi elaborado pela Farmacia Escola da Universidade Federal de Goias
utilizando-se a formulagdo de 50% de colageno liquido, 10% de alginato de célcio e 40% de
gel de carbomero.

Procedimentos do Estudo

Foram adquiridos 144 ratos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar (Abreu et
al, 2011), todos machos (Marchini, 1994), do biotério central da Faculdade de Medicina da
Universidade de S8o Paulo. Os animais foram acomodados no biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia em gaiolas de polipropileno de dimensdes
35cmx50cmx20cm forradas de maravalha esterilizada de pinus branco (Marques, 2005;
Neves, 2013), até atingirem a idade de 120 dias de vida e peso médio de 400g no inicio do
estudo. Foi oferecido racdo para roedores e 4gua a vontade. O ambiente manteve temperatura
controlada em torno de 22 +2°C e umidade relativa entre 50% e 60%, em fotoperiodo de 12h
claro e 12h escuro (Neves, 2013), com exaustor de ar empregando 10 a 15 trocas por hora
(Marques, 2005). Os animais foram aleatorizados em 6 grupos segundo os tratamentos a
seguir: 1) C50 - tratados com gel de coladgeno a 50% (controle positivo); 2) E30 - tratados
com creme de 6leo de Rosa Mosqueta a 30%; 3) S30 - tratados com dleo de Rosa Mosqueta a

30%; 4) S100 - tratados com 6leo puro de Rosa Mosqueta; 5) OM30 - Tratados com creme de
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6leo mineral a 30% (controle negativo); 6) SF - tratados com solucdo salina 0,9% (controle

negativo).

Confeccdo da feria cutinea

No dia do procedimento, os animais foram
anestesiados com solucdo de 75mg/Kg de
cloridrato de cetamina e 10mg/Kg de cloridrato de
xilazina IM e posicionados em prancha de madeira
em decubito ventral com contensdo dos membros

de forma a expor a regido dorsal do animal.

Imediatamente antes do procedimento cirdrgico foi _‘
realizada tricotomia no dorso do animal de uma Figura 20 Procedimentos para confeccdo da

i ) ) ) N ferida cirdrgica: A - Tricotomia da area de
area 5cmx5cm a partir da linha de insercdo das confeccdo da ferida: B - Demarcagdo da

patas dianteiras  prosseguindo  caudalmente. leséo; C- Confecgdo da ferida.

Antissepsia local foi realizada com alcool iodado 2%. Uma &rea circular de 2 cm de didmetro
foi demarcada com punch metalico (cf. Fig. 19) permitindo a confec¢do da ferida com o
auxilio de lamina de bisturi n® 11 até exposicao da fascia muscular. A hemostasia foi realizada
por compressdo com gaze estéril. As lesdes eram entdo fotografadas com camera
semiprofissional, modelo EOS Rebel T5i Canon®, resolugdo 18M pixels, posicionada a 30
cm de distancia e 90° em relacdo a lesdo. Logo apos, a ferida foi lavada com SF 0,9% e
aplicado o produto de teste de acordo com o grupo experimental. Foi oferecido dipirona gotas

30mg/Kg misturado a agua por 24h no pds-operatorio para controle da dor.

Cuidados pos-operatorios

Nova aplicacdo dos produtos de tratamento era realizada a cada 24h, seguindo o
procedimento padréo: a) Preparo do leito: limpeza da ferida com soro fisioldgico 0,9%. b)
Curativo: aplicacao do produto a ser testado de acordo com o grupo experimental. Os animais
ndo eram anestesiados durante esse procedimento e as feridas eram acompanhadas e avaliadas
a cada troca de acordo com a presencga de fibrina, tecido de granulagdo, edema, crostas e

tecido necrotico e anotados em formulario proprio.
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Eutanasia

Nos dias 7°, 14° e 21° de cicatrizacdo, 8 animais (Damy et al, 2010) de cada grupo
experimental foram eutanasiados em camara de didxido de carbono até morte dos animais por
hipoxia. Imediatamente ap6s constatacdo do obito foi retirado fragmento do tecido cicatricial,
peca com um centimetro de borda de tecido cutaneo integro até exposicao da fascia muscular.
As pecas foram armazenadas em solucdo de formol tamponado a 10% e encaminhadas para

confeccdo de lamina histoldgica.

Analise Macroscopica

A analise macroscopica foi realizada por observacéo ocular diaria das lesées quanto ao
tipo de tecido presente no leito da lesdo, presenca de granuloma em leito, presenca de lesGes
periferida, taxa de retracéo da leséo e crescimento de pelos.

A area da ferida foi obtida pela medida do diametro vertical e horizontal com auxilio
de régua milimetrada antes da retirada do fragmento da lesdo e calculada pela equacao
(Falcéo et al, 2001):

Equacéo 7
A=n R.r

Onde R corresponde ao raio do maior diametro e r corresponde ao raio de menor

diametro da ferida. A taxa de retracdo (T,) foi calculada pela equacao:
Equacédo 8
Tr= As— Ao.

Onde At corresponde a area final e Ag corresponde a area inicial.

A analise do leito da lesdo foi feita por meio de escala Likert atribuindo-se valores de
0 a 4 para a presenca de tecidos necrético, de granulacdo, fibrinoso ou de reepitelizacdo (cf
Fig. 20):
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¢ 0 - nenhuma ¢ 1-recobre
presen¢a no cerca de 1/4
leito da do leito da
lesdo lesdo

® 2 -recobre
mais de 1/4 até

~

® 4 -recobre
mais de 3/4 do
leito da lesdo

® 3 -recobre
mais de 2/4
até 3/4 do
leito da lesdo

Figura 21 Esquema de avaliacdo morfoldgica do leito da lesdo por tipo de tecido presente. Legenda: A -
Tecido necrético; B - Tecido fibrinoso; C - Tecido de granulagdo; D - Tecido de epitelizacéo.

Anélise Histolégica

As pecas histoldgicas foram incluidas em parafina e microtomizadas para confeccéo
das laminas. Cada peca foi corada em hematoxilina-eosina para analise de infiltrado
inflamatorio local, proliferagdo vascular e proliferagdo de fibroblastos. A avaliacdo da
densidade e organizacdo de fibras colédgenas foi realizada utilizando-se coloragdo de
picrosirius. A analise histologica foi realizada de forma cegada por especialista. Para todas as

variaveis foi aplicada escala likert atribuindo-se valores de 0 a 3.

Anélise Estatistica

Os dados foram analisados no programa SPSS for Windows 20.0 e os graficos e figuras
construidas no programa GraphPad Prism 7.0. A normalidade da amostra foi definida por
meio do teste Shapiro-Wilk. Dados multivariados foram submetidos a teste estatistico de
Kruskal-Wallis e Anova Two-Way com pos-teste de Benjamini, Krieger e Yekutieli. A
andlise qualitativa foi realizada utilizando-se o Teste Exato de Fisher. Diferencas entre médias

foram consideradas significativas quando p<0,05.

Resultados e Discussao
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Apb6s a confeccdo das feridas, dois animais morreram devido ao procedimento
anestésico e nao foram substituidos. Outros 3 animais foram excluidos da amostra por
desenvolverem pneumonia no biotério dois dias apos a confeccdo da ferida. Esses animais

foram eutanasiados e encaminhados a analise anatomo patoldgica.

Avaliacdo Morfométrica

Os animais do grupo C50 apresentaram sangramento apos a confec¢do das feridas com
formagdo de crosta no leito da lesdo, enquanto as lesdes dos grupos E30, S30 e S100
mostraram melhor hemostasia. A maioria dos animais desenvolveu crosta amarelada no leito
da lesdo que evoluiu para necrose especialmente nos grupos C50 e OM30. Ndo foram
observados edema local ou secrecdo. A figura 21 abaixo mostra a evolucdo das lesdes por
grupo de tratamento nos dias 7, 14 e 21 de cicatrizagio até completa reepitelizagio. E possivel
notar a formacéo de crosta escura no leito da lesdo até o 7° dia. Aos 14 dias a epitelizagdo esta

quase completa, finalizada no 21° dia.

Colageno 50% Creme RM 30% Oleo RM 30% Oleo RM 100% Creme OM SF 0,9%

DO

D7

D14

D21

Figura 22 Evolucdo do processo de cicatrizagdo por grupo de tratamento e tempo de eutanésia.
Brasilia, 2016.
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O grupo C50 apresentou menores indices de tecido fibrinoso que os demais grupos até
0 3° dia de tratamento. Os animais do grupo E30 mostraram menor formacdo de tecido
fibrinoso comparado aos animais dos grupos OM30 (p=0,002) e S30 (p=0,007) a partir do 3°
dia. A solucdo S100 mostrou-se mais eficaz na prevencao de formacéo de tecido fibrinoso no
leito da lesdo quando comparada aos cremes E30 (p=0,02) e OM30 (p<0,001). O 6leo de Rosa
Mosqueta 30% apresentou menor formagao de tecido fibrinoso comparado ao grupo OM30
(p=0,03) no sexto dia de cicatrizacao.

A formacéo de tecido necrotico no leito da lesdo foi maior no grupo C50 comparado
aos demais grupos, exceto o grupo SF. J& o grupo E30 foi avaliado com menor necrose
tecidual entre 0 5° e 0 11° dia de cicatrizacdo quando comparado aos grupos C50 (p<0,001),
S30 (p=0,002), OM30 (p=0,002) e SF (p=0,003). A solucédo oleosa S100 foi capaz de reduzir
a formacgdo de necrose tecidual quando comparado aos grupos C50 (p<0,001), OM30
(p<0,001) e SF (p=0,004). Mesmo a solucdo S30 foi mais eficiente na prevencdo de tecido
necrotico quando comparado a C50 (p=0,008), OM30 (p=0,001) e SF (p=0,003).

Quanto a formacéo do tecido de granulacdo, houve maiores indices no grupo S100 nos
primeiros dias de cicatriza¢do quando comparado aos grupos E30 (p=0,01), OM30 (p=0,01) e
SF (p=0,03). A partir da segunda semana de cicatrizacdo, o grupo E30 mostrou-se superior ao
grupo S30 (p=0,006), OM30 (p=0,03) e SF (p=0,03) na visualizacdo de tecido de granulacéo.

A partir da segunda semana de tratamento, foi possivel observar formacéo de tecido de
epitelizacdo no grupo C50 comparado aos grupos E30 (p<0,001), S30 (p=0,01), OM30
(p<0,001) e SF (p=0,004). N&o houve diferenca estatistica entre os grupos C50 e S100 quanto
a formacdo de tecido epitelial. Entretanto, o grupo S100 mostrou-se superior aos grupos E30
(p=0,01) e OM30 (p<0,001) a partir do 12° dia de tratamento. J4 o grupo tratado E30
apresentou menor formacéo de tecido epitelial quando comparado aos demais grupos no 15°
dia. Ap6s o 17° dia de tratamento ndo houve diferencas estatisticas entre 0s grupos quanto a
formagéo de tecido epitelial.

A avaliacdo morfométrica das lesdes é descrita na figura 22 que mostra a formagéo
dos tecidos observados visualmente ao longo dos dias de cicatrizagdo por grupo de

tratamento.
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Figura 23 Evolucédo das lesdes durante o processo de cicatrizacdo por tipo de tecido observado em leito de acordo com o grupo de
tratamento. Brasilia, 2016. Legenda: A — Tecido fibrinoso; B — Tecido necrdtico; C — Tecido de granulagdo; D — Tecido de

epitelizacdo. Teste Anova Two-Way com pos-teste de Benjamini, Krieger e Yekutieli, p<0,05.



A presenga de lesdes
periferida ao longo dos dias de
avaliacdo foi mais prevalente nos
grupos tratados com creme de dleo
mineral 30% e Oleo de Rosa
Mosqueta 30% (cf. Fig.23).

Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa no
tempo de cicatrizagdo entre oS
grupos, embora o grupo S100
tenha apresentado tempo de
cicatrizacdo menor aos demais

grupos (cf. Fig. 24). A taxa de
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Colageno 50%
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100%

Creme de Oleo Mineral 30%
Solugdo Salina 0,9%

Nio Sim

Lesdes periferida

Figura 24 Proporcdo de ocorréncia de lesbes periferida entre os
grupos de tratamento ao longo do tempo de cicatrizacdo. Brasilia,

2016.

retracdo da leséo foi maior nos grupos E30 e S100 nos primeiros 7 dias (cf. Fig. 25), mas ndo

foi identificada diferenca estatistica significativa entre os grupos (p=0,686).
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Figura 25 Mediana de tempo de cicatrizacdo por grupo de tratamento. Brasilia, 2016.

Teste Kruskal-Wallis, p=0,134.
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Figura 26 Taxa de retracdo das lesBes por grupo de tratamento nos dias 7, 14 e 21 de
cicatrizagdo. Brasilia, 2016. Teste de Kruskal Wallis, p=0,190.

Andlise Morfoldgica

A andlise morfologica das lesGes avaliou presenca de fibroblastos e deposicdo de
colageno no leito da ferida, infiltrado inflamatorio e vasos neoformados variando de ausente a
intensa. A analise estatistica mostrou diferenca significativa entre 0s grupos tratados para
deposicdo de colageno e presenca de mondcitos e polimorfonucleados no leito da lesdo.

Houve deposicdo intensa de coldgeno no grupo SF (controle negativo) no 14° dia de
cicatrizacdo, ndo havendo diferenca entre os grupos no dia 21. O grupo E30 e C50
apresentaram menor infiltrado inflamatoério durante todo o processo de cicatrizacdo e o grupo
OMB30 estimulou a formacdo de neovasos no dia 14. A figura 26 resume as caracteristicas

histoldgicas das lesdes nos tempos de cicatrizagdo 7, 14 e 21 por grupo de tratamento.
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Figura 27 Caracteristicas histoldgicas da lesdes por grupo de tratamento nos dias experimentais 7, 14 e 21, Brasilia,
2016. Teste Anova Two-Way com pés-teste de Benjamini, Krieger e Yekutieli, p<0,05.

O creme de Rosa Mosqueta 30% (p=0,009) e as solugbes S30 (p=0,009) e S100
(p=0,03) foram superiores ao creme de 6leo mineral 30% para estimular a deposicdo de
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coladgeno no leito da ferida no dia 14. Entretanto, o grupo controle negativo (SF) apresentou
maior deposi¢cdo de colageno que o grupo controle positivo (C50) (p<0,001) e o grupo OM30
(p<0,001). No dia 21 de cicatrizagdo ndo houve diferenca estatistica na quantidade de
colageno no leito da ferida entre os grupos comparados.

O grupo SF apresentou menor quantidade de polimorfonucleados (p<0,001) no 14° dia
de tratamento em relagcdo aos demais grupos, ndo havendo diferenca estatistica na quantidade
de polimorfonucleados no 21° dia de cicatrizacao.

No dia 7 de tratamento, foi observado menor infiltrado de mondcitos nos grupos C50 e
E30. J& no 14° e 21° dias de cicatrizagdo os grupos E30 e S100 foram mais eficientes que 0s
grupos S30 (p=0,01) e OM30 (p=0,05) na reducdo do infiltrado inflamatdrio. Aos 21 dias de
cicatrizacao foi observado menor infiltrado inflamatério nos grupos C50, E30, S30 e SF.

Quanto a formacdo de neovasos, ndo houve diferenca estatistica significativa entre 0s
grupos tratados até o 14° dia de cicatrizacdo quando o grupo OM30 mostrou-se mais eficaz na
estimulacdo para formacdo de novos vasos. Os grupos S30, S100 e OM30 foram mais
eficazes no controle de hemorragia até o 7° dia de cicatrizacao.

A tabela 6 mostra os valores de cada item avaliado correspondentes ao grupo de

tratamento com o respectivo p valor.

Tabela 5 Mediana dos valores referentes aos itens avaliados por grupo de tratamento e
respectivo p valor. Brasilia, 2016.

Dia E50 E30 S30 S100 OM30 SF vp
alor

07 1 1 1 1 1 1 0.05
Colageno 4 2 225% 228 216 167% 262° @

21 3 3 3 2,87 2,57 2,87

07 2 2 2 2 2 2
Fibroblastos 14 271 25 271 283 2,71 2,37 0,118

21 2 2 2 2,37 2,42 2,12

07 2 2 2 2 2 2
Polimorfonucleados 14 1" 1" 085 0,83 1 0,125% 0,005

21 0 0 0 0 0428 0

07 1 1" 1,42% 2% 2% 2%
Monécitos 14 085"% 1" 1,42° 083" 1,33% 0,62 <0,001

21 0O 0 0,2° 0,125% 0,714® 0,125

07 3 3 3 3 3 3
Neovasos 14 2 1,7¢ 18% 183% 233 15% 0,005

21 1 1 1,2 1,12 1,42 1

07 1 05% 014% 0,25% 0,125% 057
Hemorragia 14 0 0 0 0 0 0 <0,001

21 0 0 0 0 0 0

*Letras diferentes correspondem a diferengas estatisticas. Anova Two-Way com pos-teste de Benjamini,
Krieger e Yekutieli.
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A avaliacdo qualitativa mostrou maior ocorréncia de microabscessos no grupo C50 até
0 7° dia de cicatrizagdo. A reepitelizacdo foi mais evidente nos grupos S100 e SF no dia 14. O
grupo tratado com creme de 6leo mineral apresentou maior frequéncia de Ulcera e de crosta a
partir do dia 14 (cf Fig. 27). Todas as lesdes no grupo controle negativo (SF) apresentaram
aspecto deprimido nos dias 14 e 21 enquanto o grupo E30 apresentou cicatriz mais elevada (cf
Fig. 28). W Colageno 50%

Creme Rosa Mosqueta 30%

]
E Oleo Rosa Mosqueta 30%
|

Reepitelizagéo Microabscesso Oleo Rosa Mosqueta 100%

100 A 100 - Creme de Oleo mineral 30%
I Solugédo salina 0.9%
80 80
60 60 -
40 404
201 201
0 T 0- T T
Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Dia experimental Dia experimental

Presenca de Ulcera
Presenca de Crosta

Animais (%)

1001
1001
80
80 PR
§
60 * » 607
©
404 E 401
o
<
20 A 201
0- ] . . 0- T T
Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Dia experimental Dia experimental
Colénias Corpo Estranho
100 - % 100 A
80 80
g
60 2 60 -
. ©
40 - § 40 A
* c
<
20 20
0= 0=
Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Dia experimental Dia experimental

Figura 28 Avaliagdo histoldgica qualitativa das lesGes quanto a presenca de epitelizacdo total, microabscesso, crosta,
Ulcera, coldnias e corpo estranho. Teste Exato de Fisher, *p<0,001. Brasilia, 2016.
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Figura 29 Avaliaco estética das lesdes por tipo de tratamento. Brasilia, 2016.

A utilizacdo de modelos animais para a investigacdo de processos patoldgicos
espontaneos ou induzidos acompanha os estudos de causa, mecanismo e terapéutica de
doencas humanas ha mais de 150 anos (Fagundes & Taha, 2004). No desenvolvimento de
estudos com modelos animais, a escolha da espécie animal adequada para aquilo que se quer
investigar é de extrema importancia para uma posterior extrapolacdo dos resultados para a
espécie humana (Damy et al,2010). A espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar tem sido
indicada como o modelo animal adequado em investigacdes sobre 0 processo de cicatrizagao
(Schanaider e Silva, 2004) pela sua proximidade com a fisiologia da pele humana, além do
baixo-custo, facilidade de aquisicdo e ciclo de vida curto. A amostra neste estudo foi
constituida por animais machos adultos a fim de se evitar a interferéncia de alteracGes
hormonais.

O dleo de Rosa Mosqueta tem despertado o interesse cientifico por sua combinagdo de
acidos oleico, linoleico, linolénico e araquiddnico. Estudos posteriores verificaram que feridas
confeccionadas em ratos tratadas com o 6leo de Rosa Mosqueta evoluiram com maior
deposicao de colageno, tecido de granulagdo mais organizado e maior nimero de fibroblastos
que o grupo controle (Marchini, 1994). Eurides et al (2011) também verificaram epitelizagdo
mais acelerada e cicatrizacdo completa mais recente em animais tratados com o 6leo puro de
Rosa Mosqueta.

Este estudo ndo encontrou diferencas significativas na taxa de retracdo de feridas ou
no tempo de cicatrizacdo entre os grupos avaliados, embora o 6leo de Rosa Mosqueta tenha

mostrado cicatrizagdo mais precoce em relacdo aos demais grupos.
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A avaliacdo histolégica ndo mostrou atuacdo do Oleo de Rosa Mosqueta na
proliferacdo de fibroblastos e na reducéo do recrutamento de neutrofilos durante o processo de
cicatrizacdo. Tanto o creme a 30% quanto o Oleo puro de Rosa Mosqueta mostraram-se
eficientes em reduzir o numero de mondcitos no leito da lesdo ao longo dos dias de
tratamento.

O maior influxo de polimorfonucleados no 14° dia de tratamento em comparagéo do
grupo controle negativo pode ser explicado pela presenca dos acidos oleico e linoleico,
constituintes do 6leo de Rosa Mosqueta. Avaliando o papel desses compostos na cicatrizacao
de feridas em ratos, Pereira et al (2008) verificaram um efeito pré-inflamatério, estimulando
o influxo de neutréfilos para a area da lesdo. Os neutréfilo desenvolvem papel fundamental na
fase inflamatodria, sintetizando e liberando citoquinas, quimiocinas e fatores de crescimento,
além de desbridar tecido desvitalizado (Pereira et al, 2008).

Rodrigues et al (2012) avaliaram a evolucdo de lesdes cutaneas em ratos com ingesta
de &cido oleico e linolénico, comparando os resultados com o grupo controle. A ingesta de
acidos graxos essenciais acelerou a fase inflamatdria nas les6es, promovendo maior influxo de
neutrofilos, producdo de oxido nitrico e ativacao de fatores de transcri¢do nas primeiras 24h,
seguida de inibicdo desses fatores com a resolucdo do processo inflamatério. Os autores
verificaram que o &cido oleico induz a ativacdo dos fatores de transcricdo, enquanto o acido
linoleico estimula a producédo de éxido nitrico, que estaria relacionado ao influxo celular com
pico nas primeiras 24h. A rapida ativacdo da fase inflamatdria acelera, por conseguinte, o
inicio da fase proliferativa e formac&o do tecido de granulacdo.

A evolucdo da cicatrizacdo depende da migracdo de células de defesa para o tecido
lesionado, as quais irdo iniciar o processo de limpeza local além de estimular a liberacéo de
fatores de crescimento para proliferacdo e migracdo de fibroblastos (Williamson & Harding,
2004). Quando o processo inflamatdrio ndo ocorre adequadamente, ndo ha formacéo do tecido
de granulacdo. Por outro lado, se o processo inflamatério se estender além do tempo ou for
mais intenso do que o necessario, a liberacéo de endotoxinas podera estender a lesdo tecidual
e 0 processo cicatricial ficara estagnado.

Os grupos E30, S30 e S100 mostraram maior influxo de neutro6filos até o 14° dia de
cicatrizacdo quando comparado ao controle negativo. Isso pode estar relacionado ao melhor
aspecto da ferida observado no estudo morfométrico, com menor formacéo de tecido fibrinoso
e necrose no leito da lesdo. Em adicdo, menor quantidade de mondcitos foi observada nos

grupos tratados com a Rosa Mosqueta, tanto com o éleo quanto com o creme, indicando
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manutencdo do equilibrio do influxo de células inflamatorias ao longo do processo cicatricial,
0 que pode favorecer a organizagédo do tecido de granulacao.

Os mondcitos sdo células essenciais para a limpeza tecidual ao final da fase
inflamatdéria e assumem importante papel na liberacdo de fatores de crescimento e
quimioatrativos para a formacdo do tecido de granulagdo. A presencga local dessas células
intensifica a migracdo e ativacdo de fibroblastos e células epiteliais (Beldon, 2010).
Entretanto, um influxo aumentado de células inflamatorias pode prolongar ou inviabilizar o
processo cicatricial.

Os fibroblastos sdo os responsaveis pela sintese de colageno no leito da lesdo. O
colageno é a proteina mais abundante do tecido conectivo em fase de cicatrizacdo, ocorrendo
principalmente na forma de colageno 1l na fase primaria do processo cicatricial que vai sendo
substituido gradualmente por colageno tipo I, mais organizado e resistente a tracdo (Campos,
2007). A deposicdo de colédgeno no leito da lesdo se inicia com mais intensidade na fase
proliferativa do processo de cicatrizagdo, quando a proliferacdo e diferenciagdo de
fibroblastos é estimulada por fatores de crescimento liberados pelos mondcitos (Balbino,
2005). A adequada deposicdo de colageno no leito da ferida ira depender do equilibrio do
processo inflamatorio.

O movimento de preenchimento e fechamento da lesdo depende do equilibrio entre
sintese de colageno, formacdo do tecido de granulacdo e epitelizacdo. Se a migracdo de
células epiteliais for mais intensa que a formacdo do tecido de granulacdo e a sintese de
colageno, ocorrera o fechamento da lesdo sem o adequado preenchimento desta, mostrando
uma cicatriz deprimida com um tecido conjuntivo incompetente. Por outro lado, se houver
atraso na epitelizacdo, o tecido de granulacdo ird crescer acima no nivel da pele, formando
uma cicatriz elevada. E se ocorre deposicéo intensa de colageno, a cicatriz final ir& originar
um tecido fibroso menos resistente a tracdo (Irion, 2012).

Neste estudo, o grupo controle apresentou deposicdo de coldgeno mais intensa no 14°
dia comparado aos demais grupos de tratamento, provavelmente devido ao menor influxo de
células inflamatdrias. Os grupos tratados com a Rosa Mosqueta, seja por meio da solucéo
oleosa a 30% ou pura, ou da emulsdo E30 mostraram deposi¢do moderada de colageno acima
do observado no controle negativo OM30 e comparavel ao controle positivo C50.

Apesar de o grupo tratado com a Rosa Mosqueta ter apresentado menor deposi¢éo de
coldgeno que o controle negativo, ndo houve diferenga na proliferacdo de fibroblastos entre os
grupos, podendo indicar uma via de modulagdo na sintese ou degradacéao de colageno.
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Yoon et al (2011) verificaram que o &cido araquidonico, em concentraces de até
0,025% pode estimular processo inflamatério na pele, resultando em degradacdo do
procolageno e menor sintese de colageno tipo I. Autores relatam a presenca de concentragdes
entre 0,1 e 0,01% desse acido graxo essencial no 6leo de Rosa Mosqueta.

O aspecto das cicatrizes no grupo E30 mostrou maior tendéncia a elevacdo, enquanto o
grupo SF apresentou cicatrizes deprimidas em todas as les6es observadas. Cicatrizes mais
elevadas frequentemente sdo indicativos de hipergranulacdo, enquanto cicatrizes deprimidas
indicam intensa sintese de colageno e descompasso entre granulacdo e epitelizagcdo. Deve-se
observar, entretanto, que o modelamento da lesdo ocorre ao longo de varios meses apos a
completa epitelizacdo, gerando mudancgas no aspecto da cicatriz.

Os dados observados mostraram maior epitelizacdo nos grupos C50, E30, S100 e SF
comparado aos grupos S30 e OM30 aos 14 dias de tratamento, ndo havendo diferenca entre 0s
grupos no 21° dia de avaliacdo. Esse dado é contrario ao encontrado por Turk et al (2013),
cujo estudo da cicatrizagdo em ratos indicou que o acido alfa-linolénico atrasa o processo de
cicatrizacdo pela inibicdo dos receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR). E
preciso destacar, entretanto, que a atividade de produtos fitoterapicos estd relacionada a
interacdo dos compostos ativos encontrados na matéria prima, que agem de forma sinérgica e
apresentam acgéo diversificada quando isolados (Castelo-Branco & Torres, 2011).

A ocorréncia de lesbes periferida foi duas vezes mais frequente no grupo OM30 do
que no grupo E30 (p=0,014; 1C=1,1-3,5). J& o grupo S100 ndo apresentou diferencas na
ocorréncia de lesdo quando comparado a seu controle negativo, a solucédo salina 0,9% (p=1;
RR=0,9; 1C=0,7-1,0) ou ao grupo E30 (p=1; RR=1,0; 1C=0,9-1,2).

Os grupos S30 e RM30 apresentaram aumento significativo na ocorréncia de lesbes
periferidas quando comparados aos grupos tratados com solucdo salina 0,9%, creme de RM
30% ou 6leo de RM 100%. No entanto, quando comparados entre si, ndo houve diferengas
estatisticas na ocorréncia de lesbes, fazendo-nos acreditar que foram resultado de reacdo ao
6leo mineral contido nessas formulagdes.

Oleos minerais apresentam caracteristica mais oclusiva que 6leos vegetais, podendo
provocar desconforto e irritagéo local. Por outro lado, essa acdo oclusiva pode ter resultado na
acentuada neovascularizacdo observada no grupo OM30 no dia 14. A ac¢éo oclusiva reduz a
tensdo de oxigénio no leito da ferida, o que estimula a proliferacdo de células angiogénicas
(Irion, 2012).

Os dados apresentados neste trabalho mostram que o 6leo de Rosa Mosqueta em

emulsdo a 30% foi tdo eficaz quanto o 6leo puro no recrutamento de neutrofilos na fase
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inflamatoria da cicatrizacdo além de modular a resposta inflamatoria na fase mais tardia. Esse
dado pode ser de interesse clinico para o tratamento de feridas de dificil manejo, promovendo
a liberacdo de fatores de crescimento, especialmente em feridas onde ha necessidade de
estimulo ao influxo celular e modulacdo do processo inflamatério. A emulsdo E30 foi tdo
eficiente quanto o controle positivo para estimular a deposicdo de colageno e proliferacdo de
fibroblasto no leito da lesdo. Entretanto, a relacdo entre processo inflamatorio e sintese de
colageno nas lesdes tratadas com Rosa Mosqueta precisa ser melhor elucidada.

A anélise visual, o creme a 30% e o 6leo puro de Rosa Mosqueta mostraram lesdes de
melhor aspecto, prevenindo a formacéo de tecido fibrinoso e necroético no leito das lesdes.
Embora sujeita a viés de avaliacdo, a analise visual e qualitativa de feridas é uma orientacdo
da Wounds International (2015) e é indicada como estratégia de acompanhamento da
evolucdo de feridas.

LimitagOes deste estudo devem ser consideradas antes de extrapolar os resultados
encontrados para a prética clinica: a fisiologia da cicatrizagdo em ratos, embora indicados
como modelo experimental adequado para estudo de reparacéo tecidual, difere da cicatrizacédo
em humanos. Por esse motivo, a acdo da Rosa Mosqueta sobre as células inflamatorias da pele
deve ser mais bem esclarecida e estudos de imunoistoquimica podem ajudar a elucidar melhor
essa acao.

As lesoes tratadas neste estudo foram deixadas abertas pela impossibilidade de manter
um curativo oclusivo nos animais, o que pode resultar em viés. Em curativos oclusivos, é
possivel manter a umidade adequada no leito da lesdo, concentrando a acdo do produto
farmacéutico utilizado. Além disso, o colageno em contato com o ambiente sofre
ressecamento, 0 que pode ter aumentado a formacdo de tecido necrdtico superficial nesse
grupo.

Este estudo ndo pretende elucidar todas as questbes sobre a Rosa Mosqueta, mas sim
dar um passo a mais no conhecimento acerca de suas propriedades curativas. Como inovacéo,
este trabalho apresenta a comunidade um produto inovador com potencial para o tratamento
de feridas. Estudos clinicos de eficacia e seguranga podem ser propostos em um futuro
proximo a fim de se investigar a acdo da Rosa Mosqueta em emulsdo na cicatrizacdo de

feridas.
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6. CONCLUSAO

As evidéncias cientificas disponiveis na literatura para o uso do 6leo de Rosa
Mosqueta como agente cicatrizante sdo inconclusivas. Os estudos disponiveis possuem vieses
metodoldgicos que ndo permitem uma indicacdo segura. Contudo, diversos estudos mostram
um potencial clinico para a Rosa Mosqueta por sua concentracao de acidos graxos, Compostos
fendlicos e atividades antioxidantes e antiinflamatéria in vitro e in vivo.

Os dados obtidos nesse trabalho permitem concluir que os estudos disponiveis sobre o
uso do 6leo de Rosa Mosqueta na cicatrizacdo de feridas possuem nivel de evidéncia fraca e
baixa qualidade metodoldgica. Estudos clinicos bem conduzidos se fazem necessarios para
uma indicacao ou refutacdo do uso clinico da Rosa Mosqueta no tratamento de feridas.

A elaboracdo de uma emulsdo O/A a base de 6leo de Rosa Mosqueta para tratamento
de feridas mostrou-se viavel e mesmo desejavel ao garantir maior atividade antioxidante que o
6leo puro por até 60 dias em condi¢cbes de altas temperatura e umidade, que mimetizam o
microambiente de uma ferida.

A emulsdo O/A desenvolvida nesse estudo apresentou aspecto, pH e espalhabilidade
compativel para uso topico. A estabilidade fisico-quimica se manteve por 30 dias e a
capacidade antioxidativa foi superior ao 6leo puro, indicando que o uso de uma formulagéo no
tratamento de lesbes pode garantir protecdo dos compostos bioldgicos contidos no éleo e
aumentar sua eficacia. Além disso, o uso de fracdo menor de Oleo torna a emulsdo
economicamente mais viavel do que o éleo puro.

A solucdo oleosa de Rosa Mosqueta diluida até 30% mostrou equivaléncia com o 6leo
puro pela comparacdo da capacidade antioxidativa e a concentragdo de betacarotenos,
sugerindo que 0s compostos bioativos ndo sofrem interferéncia durante a diluicao.

A carga microbiana das emulstes e das solucbes oleosas analisadas apresentou
decréscimo ao longo do tempo, podendo indicar uma possivel acdo bacteriostatica do 6leo.

A avaliagdo de eficacia da emulsdo O/A desenvolvida com 30% de 6leo de Rosa
Mosqueta, bem como das solugdes oleosas, in vivo, mostraram melhores resultados na
prevencdo de tecido necrotico e fibrinoso no leito da lesdo quando comparado aos controles
negativos e positivo. Além disso, o creme de Rosa Mosqueta 30% aumentou o recrutamento
de neutrofilos na fase inicial da cicatrizacdo e modulou a resposta inflamatoria na fase mais
tardia. Esses dados mostram uma possivel agdo imunomodulatoria no leito da lesdo que pode
ser de interesse clinico no tratamento de feridas, promovendo a liberacdo de fatores de

crescimento e influxo celular para a ferida.
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Como perspectivas futuras, novos estudo de estabilidade podem ser conduzidos para a
emulsdo desenvolvida neste estudo em condicfes diversas de umidade e temperatura. Além
disso, pode-se buscar aprimorar a formulacdo a fim de estender o prazo de validade da
emulsdo por meio da adi¢cdo de agentes antioxidativos.

A possibilidade de uma agdo bacteriostatica do 6leo de Rosa Mosqueta é interessante
para o tratamento de feridas a fim de reduzir a ocorréncia de biofilme. Entretanto, estudos
microbiologicos especificos sdo necessarios para comprovar essa teoria.

A fim de comprovar a eficacia da emulsdo O/A com 6leo de Rosa Mosqueta no
tratamento de feridas, estudos clinicos serdo fundamentais para fornecer uma indicacao

clinica adequada para o uso do produto.
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