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Influéncia do gel de caléndula na cicatrizacao de feridas
cutaneas em ratos. Aspectos macroscopico e histologico.

Influence of marigold’s jelly on the cutaneous wounds healing
in rats. Macroscopic and histological aspects.
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Mestre em Ciéncias Farmacéuticas Araraquara — UNESP e professor das Disciplinas

Resumo

Procurou-se determinar os aspectos macros-
copico e microscopico da cicatrizagio por se-
gunda intencdo de feridas cutdneas em ratos
(Rattus norvergicus, albinus, Wistar),
induzidas pelo gel de caléndula a 10%, para
comprovar sua eficdcia terapéutica in vivo.
Foram utilizados 40 ratos machos, separados
em dois grupos com 20 animais cada, nos
quais foi induzida uma ferida cirdrgica na
regido dorso-lombar. Os animais tratados re-
ceberam, a cada 24 horas, uma aplicacdo
topica do gel medicamentoso sobre as suas
feridas cirtrgicas. Aos 3°., 6°.,9°., 12°. ¢ 15°.
dia pés-cirdrgico, os animais foram subme-
tidos a remocgao das feridas cirdrgicas e pos-
teriormente sacrificados. As pecas removidas
foram processadas por técnicas de rotina,
sendo os cortes corados pela H.E. e
tricromico de Masson. Macroscopicamente
constatou-se que a cicatrizacio das feridas
dos animais tratados foi superior a dos
animais controles, o que foi evidenciado,
microscopicamente, pela colagenizagdo e
reepitelizacdo mais avancadas nas feridas
cutaneas, comprovando a acdo terapéutica do
gel de caléndula a 10% na cicatrizac@o in
vivo.
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Abstract

It was looked to determine the aspects
macroscopic and microscopically of the
wounds healing for second intention of
cutaneous wounds in rats (Rattus norvergicus,
albinus, Wistar), induced for the marigold’s
jelly at 10%, to prove its alive therapeutical
effectiveness in vivo. 40 male, separate rats had
been used in two groups with 20 animals each,
in which a surgical wound in the back-lumbar
region was induced. The treat animals had
received, to each 24 hours, a topic application
of the gel on its surgical wounds. To 3°, 6°,
9°., 12° and 15°. day of the after-surgical one,
the animals had been submitted to the removal
of the surgical wounds and later sacrificed. The
removed parts had been processed for routine
techniques, being the cuts colored by H.E. and
Masson’s trichromic. Macroscopic evidenced
that the wounds healing of the wounds of the
treat animals was superior to the one of the
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animal controls, what it was evidenced,
microscopic, for the more advanced
collagenization and reepithelization in the
cutaneous wounds, proving the therapeutic
action of the marigold’s jelly 10% in vivo
wounds healing.

Key-words

Calendula officinalis L. — wounds healing by
second intention — medicinal jelly -
collagenization — reepithelization.

Introducao

O vegetal Calendula officinalis L., uma
angiosperma dicotileddnea pertencente a
familia Compositae (Asteraceae) segundo o
sistema de classificac@o filogenético de Bold;
Alexopoulos; Delevoryas (1980) e originaria
da Europa Meridional e do Leste do
Mediterraneo segundo Fetrow e Avila (2000),
vulgarmente conhecida como caléndula, tem
sido utilizado desde a guerra civil norte-
americana como antiinflamatdrio e cicatrizante
no tratamento de feridas abertas de
missiondrios que acompanhavam os soldados
(TESKE & TRENTINI, 2001).

A planta apresenta uma composi¢ao quimica
bastante variada, incluindo flavondides
(VIDAL-OLLIVIZR et al., 1989), triterpenos,
cumarinas e polissacarideos (ISSAC, 1995),
taninos, acidos fendlicos, tocoferdis, vitaminas,
mucilagens e saponinas (SCHEMIGALL;
SCHNETZ; HENSEL, 2000) e carotendides
(BAKO; DELI; TOTH, 2002). Dentre os
principais componentes quimicos da caléndula
estdo os flavondides quercetina, quercetinogli-
cosideos e narcisina, e as saponinas mono e
bidesmosidicas do acido oleandlico (VIDAL-
OLLIVIER et al., 1989). Em funcdo da
diversificada gama de principios vegetais
encontrados na planta, as atividades
farmacoldgicas e os empregos terapéuticos da
caléndula também variam muito, sendo expe-
rimentalmente evidentes as agdes antiviral (DE
TOMMASI et al., 1991, KALVATCHEYV;
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VALDER; GAZARO, 1997), imunoesti-
mulante (ISSAC, 1995), antibacteriana e
antiinflamatéria (DELLA LOGGIA et al.,
1994; ZITTERL-EGLSEER et al., 1997),
antimutagénica (RAMOS et al., 1998, ELIAS
et al., 1990), antineopldsica (CHEW; WONG;
WONG, 1996) e cicatrizante (KLOUCHEK-
POPOVA et al., 1982, CARVALHO;
TAGLIAVINO; TA-GLIAVINI, 1991,
BALDUCCI-ROSLINDO; SILVERIO;
MALAGOLI, 1999).

A atividade cicatrizante do vegetal C.
officinalis L., demonstrada ha muito na
medicina popular, tém sido atribuida, por
alguns autores, aos carotendides, e por outros,
as saponinas e aos flavondides integrantes do
vegetal, que parecem estar relacionados com
um aumento da atividade fagocitdria de
macr6fagos presentes no campo inflamatorio,
acelerando a limpeza da drea inflamada e,
conseqiientemente, o reparo cicatricial (TESKE
& TRENTINI, 2001). A atividade anti-
inflamatdria do vegetal, demonstrada em ca-
mundongos por Akihisa et al. (1996) e por
Zittlerl—Eglseer et al. (1997), foi atribuida pos-
sivelmente aos triterpendides, primariamente
ao monoéster de faradiol, que parece contribuir
com a atividade cicatrizante do vegetal. A
caléndula apresenta acdo tépica e sist€émica
sobre feridas traumadticas, induzindo a rdpida
cicatrizacio e impedindo a supuragdo devido
as suas atividades antiinflamatéria e anti-
séptica (POZETTI, 1988).

Klouchek-Popova et al. (1982) e Carvalho et
al. (1991) comprovaram cientificamente a
atividade cicatrizante da caléndula,
empregando a planta em modelos
experimentais sob a forma de pomada e creme,
respectivamente. Os primeiros utilizaram um
modelo de rato, no qual feridas cirurgicamen-
te induzidas e tratadas com uma pomada de
caléndula a 5% demonstraram acentuada re-
generacao fisiopatoldgica e reepitelizacao,
constatando o efeito cicatrizante do semi-sélido
(KLOUCHEK-POPOVA et al., 1982). Ja Car-
valho, Tagliavini e Tagliavini (1991)
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concluiram, num modelo de rato, que o creme
de caléndula demonstrou atividade cicatrizante
superior a associa¢@o de confrei, propolis e mel,
promovendo reparo tecidual mais eficiente.
Neste estudo, a anélise microscopica dos cortes
histolégicos revelou que as feridas tratadas pelo
creme de caléndula apresentaram, dentro de 17
dias no periodo pés-cirurgico imediato, um
epitélio bem definido, recobrindo toda a
extensdo da ferida, e tecido conjuntivo
subjacente, profundo, bem organizados, com
fibras coldgenas em disposi¢do bem definidas,
caracterizando 6tima cicatrizacdo
(CARVALHO; TAGLIAVINI; TAGLIAVINI,
1991).

Balducci-Roslindo, Silverio e Malagoli (1999)
demonstraram a acdo cicatrizante da caléndula,
em associa¢do com confrei, num modelo ex-
perimental utilizando animais de laboratério
submetidos a extragdo dentaria do incisivo
superior. O vegetal, administrado sob a forma
de solucdo tépica em doses homeopaticas
(3CH) sobre as feridas decorrentes da extracdo
dentdria dos animais, demonstrou atividade
cicatrizante e ossificante, evidentes na andlise
histopatoldgica dos cortes preparados a partir
das pegas bucais removidas. Os resultados
microscopicos evidenciaram uma maturidade
cicatricial e 6ssea mais avangada nos animais
tratados em relagdo aos animais controle. A
proliferagdo fibrobldstica e a neovascularizacao
do tecido de granulagio dos animais tratados
foram mais intensos que no grupo controle,
assim como a capacidade de diferenciagao dos
fibroblastos em osteoblastos.

A eficdcia terapéutica na cicatrizagio de feridas
das preparacdes semi-solidas graxas contendo
o vegetal C. officinalis L. como droga ativa,
bem como de extratos do vegetal, é, portanto,
conhecida na literatura cientifica. Entretanto,
aeficdcia de preparagdes plasticas aquosas do
vegetal, na cicatrizacdo cutdnea, como o gel
de caléndula, cuja manipulacao e aplicagio
mostram extrema facilidade e simplicidade,
ainda ndo foram demonstrados cientificamente.
Este fato, aliado a crescente valorizacdo dos
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fitoterdpicos na clinica médica, justifica a
realizacdo de um estudo pré-clinico que busque
comprovar a eficicia terapéutica do gel de
caléndula em modelos experimentais vivos,
contribuindo para a futura realizagio de estudos
clinicos com a preparacdo vegetal, onde s
entdo poderd ser comprovada cientificamente
a eficacia do fitoterdpico como cicatrizante em
humanos, e, a partir dai, proceder com 0
registro do medicamento em compéndios
nacionais de Farmdacia como preparacao
oficinal.

Material e Métodos

Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus
albinus, Wistar), machos, com peso médio de
138 gramas, 50 dias de idade, separados em
grupos controle e tratado, com 20 animais cada.
Para a realizagiio da ferida cirtrgica, os animais
foram previamente submetidos a anestesia
geral com 1 ml de tribromoetanol a 2,5% para
cada quilo de peso corporal, por via
intraperitonial, seguida pela tricotomia da
regiao dorso-lombar do animal. Procedeu-se
com a realizagdo de uma ferida cirdrgica
circular, com didmetro padrao de 10 mm, e
remocio de todo o tegumento, com auxilio de
pinca anatomica e tesoura de ponta reta. Os
animais tratados receberam, a cada 24 horas
durante o periodo pés-cirtirgico até a data de
seu sacrificio, uma aplicacdo do gel de
caléndula, preparado com resina de carbopol
940 a 1% e tintura de caléndula a 10%,
conforme técnica descrita por Ferreira (2002).
Nos animais do grupo controle, procedeu-se
apenas a manipulagdo da ferida cirurgica. No
3°., 6°, 9°, 12° e 15°. dia do pds-cirurgico,
quatro animais de cada grupo, previamente
anestesiados com tribromoetanol a 2,5%, foram
submetidos a remogao da ferida cirtirgica e sub-
seqiientemente sacrificados por inala¢do exces-
siva de cloroférmio em camara de vidro
fechada.

As pecas removidas foram processadas pela
técnica de rotina histopatoldgica para o preparo
dos cortes, conforme metodologia descrita por
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Junqueira e Carneiro (2004) ¢ Behmer et al.
(2003). Os cortes foram corados pela
hematoxilina e eosina (HE) e tricromico de
Masson (MICHALANY, 1980). As cirurgias, a
obtengdo e o processamento das pecgas, assim
como a leitura dos resultados foram realizados
no Laboratério de Histopatologia e
Diagnostico das Faculdades Adamantinenses
Integradas - FAI

Os resultados macroscopicos foram obtidos
através da analise e mensuragdo do didmetro
das feridas dos animais na data de sua
remogao, por meio de régua milimetrada. Os
valores do didmetro das feridas dos animais de
cada grupo, apresentados em tabela,
obedeceram ao calculo da média aritmética
simples dos valores encontrados em cada
ferida cirtrgica, conforme metodologia
utilizada por Carvalho, Tagliavini e Tagliavini
(1991).

Resultado

A analise dos resultados macroscopicos, no
decorrer do pos-operatdrio, permitiu constatar
que a cicatrizagdo induzida pelo gel de
caléndula foi ligeiramente mais avangada do
que a cicatrizagdo dos animais controles, em
funcdo do didmetro médio das feridas dos
animais tratados ao final do 15° dia do pos-
operatorio (menor que o diametro médio das
feridas dos animais controle, na mesma época
do pods-operatério), conforme os valores
apresentados na tabela abaixo.

Tabela. 1. Diametro das feridas dos animais-controle e
tratados.

Diametro das Feridas

Periodo Pés-Ciriirgico Controle Caléndula

9.75 mm

3 dias 9.75 mm

6 dias 8 mm 7 mm
9 dias 5,5 mm 4,5 mm
12 dias 4,65 mm 3.5 mm
15 dias 3,75 mm 2 mm

Nos animais-controle, aos trés dias pos-
cirurgicos, a crosta ¢ abundante, intensamente
eosinofilica e, a rede de fibrina exuberante,

preenche grande parte da ferida cirurgica. O
tecido de granulacdo mostra-se pouco
celularizado, constituido principalmente por
fibroblastos jovens e intenso edema que se
propaga, inclusive, para os tecidos subjacentes
remanescentes. A proliferacdo vascular ¢
acentuada enquanto que a substdncia
intercelular, pouco condensada, apresenta-se
com ligeira basofilia, sendo que o infiltrado
inflamatorio cronico ¢ de moderada
intensidade (Fig. 1). O epitélio localizado nas
bordas da incisdo cirurgica comeca a sofrer
espessamento. Ao tricromico de Masson, a
substancia fundamental amorfa, esta
constituida por fina rede de fibras com
afinidade pela anilina (Fig.2).

Fig. 1. Animal controle. 3 dias pos-cirtirgicos. Rede de fibrina,
tecido de granulagio e infiltrado inflamatorio crénico. H.E. 100X.

Fig. 2. Animal controle. 3 dias pos-cirurgicos. Substancia
fundamental amorfa e fina rede de fibras com afinidade a
anilina. Tricromico de Masson. 100X.
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Aos 6 dias pds-ciriirgicos tanto a crosta quanto a
rede de fibrina mostram-se diminuidas em relacdo
ao periodo anterior. O tecido de granulacdo,
ricamente vascularizado, estd constituido por
fibroblastos jovens e fibroblastos bem
diferenciados. O infiltrado inflamatorio cronico
moderado esta representado, predominantemente,
por linfocitos. A substancia intercelular ja apresenta
fibras entrelacadas, originando pequenos feixes.
Persiste moderada area de edema. O epitélio de
revestimento comega a proliferar nas bordas da
ferida cirtirgica. Ao tricromico de Masson, a
afinidade pela anilina ¢ ainda discreta.

Aos 9 dias pos-cirtirgicos, tanto ao HE quanto ao
tricromico de Masson, as caracteristicas
morfologicas e tintoriais do tecido de granulagdo
apresentam-se semelhantes ao descrito para os
animais do grupo anterior, porém ligeiramente mais
maturo.

Aos 12 dias pos-cirurgicos a crosta da ferida esta
muito diminuida enquanto que a rede de fibrina foi
substituida por fibroblastos bem diferenciados e por
fibrocitos. A neoformago vascular persiste apenas
na porgao superficial do tecido de granulagdo. A
substancia intercelular esta representada por longos
e sinuosos feixes de fibras que se dispdem
paralelamente a superficie da ferida cirtirgica; o
infiltrado inflamatorio crénico € discreto (Fig.3) e o
epit¢lio de revestimento recobre grande parte da
ferida. Ao tricromico de Masson, o tecido de
granulacdo na sua por¢do mais superficial e
intermedidria mostra moderada positividade a
anilina (Fig4).

Fig. 3. Animal controle. 12 dias pos-cirtrgicos. Tecido de
granulagdo com fibroblastos bem diferenciados, fibrocitos,
feixes de fibras colagenas, neoformagao vascular e infiltrado
inflamatorio crénico. H.E. 100X.

Pag. 59

Fig. 4. Animal controle. 12 dias pos-cirtrgicos. Tecido de
granulagdo bem vascularizado e feixes de fibras coldgenas com
moderada positividade a anilina. Tricromico de Masson. 100X.

Aos 15 dias pds-cirtrgicos tanto a crosta
quanto a rede de fibrina desapareceram. O
tecido de granulagdo esta representado por
fibrocitos e fibroblastos bem diferenciados. A
substancia intercelular mostra forte acidofilia
com predominancia de feixes de fibras sobre o
numero de células. A reepitelizagao da ferida
cirargica esta completa na maioria dos
animais. Ao tricromico de Masson, o tecido de
granulagao exibe forte positividade a anilina

(Fig.5).

Fig. 5. Animal controle. 15 dias pos-cirtrgicos. Tecido de
granulagdo com espessos feixes de fibras colagenas fortemente
coradas pela anilina. Tricromico de Masson. 100X..
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Nos animais tratados, aos 3 dias pos-cirrgicos,
em relagdo a seus controles correspondentes, a
crosta da ferida mostra-se reduzida assim como a
rede de fibrina na qual nota-se maior
proliferacdo fibroblastica e neoformagao
vascular. A substancia fundamental amorfa ¢
menos abundante, com acidofilia mais intensa e
exibe aspecto discretamente fibrilar. O edema é
menos abundante e o infiltrado histiolin-
foplasmocitario ndo apresenta diferengas
significativas (Fig.6). Ao tricromico de Masson,
a substancia intercelular comeca a apresentar
organizacao fibrilar com moderada positividade
aanilina (Fig.6).

Fig.6. Animal tratado. 3 dias pos-cirtrgicos. Observar diminuicao
da rede de fibrina, infiltrado inflamatorio crénico e aumento da
proliferacdo fibroblastica em relagdo a Fig. 1. H.E. 100X.

Fig. 7. Animal tratado. 3 dias pods-cirtirgicos. Substancia
intercelular representada por delgadas fibras colagenas com maior
afinidade a anilina, em relagéo ao observado na Fig. 2. Tricromico
de Masson. 100X.
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Aos 6 dias pos-ciriirgicos observa-se que, em
relag@o aos animais controle nao houve modificacao
morfoldgica ou tintorial em relagdo a crosta. No que
se refere a rede de fibrina, embora abundante,
verifica-se maior celularizagdo. O tecido de
granulacdo estd constituido, predominantemente,
por fibroblastos bem diferenciados. O nfiltrado
inflamatdrio cronico € discreto e esta representado
por linfocitos, raros plasmdcitos e histiocitos. A area
de edema esta nitidamente diminuida enquanto que
o epitélio de revestimento esta mais desenvolvido.
Ao tricrdmico de Masson, o tecido de granulagdo
exibe feixes de fibras colagenas com maior
positividade a anilina.

Aos 9 dias pos-cirirgicos, tanto a0 HE quanto ao
tricromico de Masson, as caracteristicas
morfologicas e tintoriais de todas as estruturas da
ferida cirirgica mostram caracteristicas semelhantes
as descritas para o grupo anterior mantendo,
inclusive, maior grau de maturagdo em relacdo ao
observado nos animais controle para 0 mesmo
periodo.

Aos 12 dias pos-cirtirgicos nota-se que, em relagao
ao observado nos animais controle, tanto a crosta da
ferida quanto a rede de fibrina estdo diminuidas ou
at¢ ausentes em alguns animais. O tecido de
gramilacdo esta constituido principalmente por
fibrocitos, sendo evidente a diminuicdo da
vascularizagio e do infiltrado inflamatdrio cronico.
A substancia intercelular altamente fibrosada mostra
colagenizagdo acentuada (Fig.8). O epitélio de
revestimento esta mais desenvolvido. Ao tricromico
de Masson, o tecido de granulagdo exibe
colagenizagdo mais intensa representada por feixes
de fibras fortemente positivas a anilina do corante

(Fig.9).

Fig. 8. Animal tratado. 12 dias pos-cirirgicos. Tecido de
granulagdo com fibrdcitos, espessos feixes de fibras colagenas com
acidofilia mais intensa do que o observado na fig. 7. H.E. 100X.
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Fig. 9. Animal tratado. 12 dias pos-cirargicos. Tecido de
granulag@o exibindo feixes de fibras coldgenas com forte
positividade a anilina. Tricromico de Masson. 100X..

Aos 15 dias pos-cirtirgicos observa-se que, em
relacdo aos animais controle, houve maturagdo
mais precoce do processo de cicatrizagdo que
pode ser comprovada pela auséncia da crosta da
ferida cirtrgica, maior colagenizagdo do tecido
de granulagdo, diminui¢do da vascularizacao,
diminuic¢ao do infiltrado inflamatorio cronico e
maior desenvolvimento do epitélio de
revestimento. Ao tricromico de Masson pode ser
comprovada a maior colagenizagao do tecido de
granulagdo que, neste periodo, esta representado
por elevada quantidade de fibras colagenas que
formam compactos feixes que exibem intensa
positividade a anilina (Fig. 10) sendo tal
diferenca melhor evidenciada nas porgdes
intermedidria e profunda da ferida cirurgica.

Fig. 10. Animal tratado. 15 dias pos-cirargicos. Tecido de
granulag@o com grossos feixes de fibras colagenas intensamente
corados pela anilina. Tricromico de Masson. 100X
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Nos animais controle os resultados
histologicos do processo de reparo de feridas
cutaneas dorso lombares sdo semelhantes aos
observados por Moraes & Matheus (1980).

Discussao

Os resultados macroscopicos observados
apontaram uma cicatrizagdo precoce nas
feridas dos animais tratados, que apresentaram
um diametro gradativamente menor do que os
animais controle.

No aspecto histoldgico, pode-se evidenciar a
acdo antiinflamatéria (mais especificamente,
antiedematogénica) do vegetal C. officinalis L.
logo ao 3° dia do pds-cirurgico, uma vez que o
tecido de granulagdo dos animais tratados
apresentou um menor edema do que o
observado nos animais controle. Esta acdo
antiinflamatoria, como previsto por Akihisa et
al. (1996) e Zitterl-Eglseer et al. (1997), ¢ de
fundamental importancia para o efeito
cicatrizante do vegetal, uma vez que a
cicatrizagdo ¢ o ultimo evento do processo
inflamatoério e s6 ocorre depois de cessados os
fendomenos inflamatérios destrutivos e
realizada a limpeza do campo inflamatério, a
qual inclui a reabsor¢do do exsudato
inflamatério, que determina o edema. A
proliferagdao fibroblastica e vascular, mais
intensas no tecido de granulacao dos animais
tratados, ja era evidenciada logo de inicio,
assim como o demonstrado por Balducci-
Roslindo e Silvério & Malagoli (1999). Tal
fendmeno bioldgico esta relacionado com acdo
cicatrizante do vegetal, uma vez que a
formacdo do tecido de granulagdo,
caracterizado pela proliferacdo fibroblastica
ativa e pela neovascularizagdo, ¢ uma das
etapas cruciais do reparo cicatricial, da qual
depende a reepitelizacdo. Ao longo do periodo
pos-cirtrgico pode-se observar, como no
estudo de Carvalho, Tagliavini e Tagliavini
(1991), que a colagenizacdo do tecido de
granulacdo dos animais tratados sempre foi
mais avancada do que nos animais controle,
uma conseqiiéncia da proliferagao fibroblastica
mais intensa no tecido de granulagdo destes
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animais. Acompanhando o ritmo da maturagio
do tecido de granulagio, a reepitelizagao das
feridas dos animais tratados também se mostrou
mais avancada em todos os periodos pés-
cirirgicos, como conseqiiéncia da
colagenizacdo mais avancada do tecido de
granulacdo destes animais, que sustentou a pro-
liferacdo epitelial.

Conclusao

A partir da analise dos resultados pode-se con-
cluir que o gel de caléndula a 10% favoreceu a
cicatrizagio de feridas cutineas de ratos; pro-
vavelmente por estimular a proliferagdo
fibrobldstica do tecido de granulacéo e por
conseqiiéncia sua colagenizagdo e a
reepitelizacio das feridas, tornando o processo
de reparo mais avangado do que os padrdes
observados nos animais controle, confirmando
assim, o efeito cicatrizante do gel.
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