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RESUMO

Introdugdo: A utilizacdo empirica de Petroselinum crispum na cicatrizacdo faz parte de praticas
tradicionais do interior do Brasil. Entretanto, seus efeitos ndo haviam sido estabelecidos
cientificamente. Objetivo: Avaliar o efeito cicatrizante do extrato de salsa em feridas de ratos e
compara-lo ao tratamento com mel e a associagdo de salsa e mel. Metodologia: 60 ratos foram
submetidos a anestesia, depilacdo manual, antissepsia e a incisao cirdrgica de 15 mm de diametro
em regido dorsal. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: controle (CT, n =
15), com aplicagdo de 1 grama de creme nao-ibnico; grupo salsa (S, n = 15), com aplicagéo de 1
grama de creme de extrato de salsa a 10%; grupo salsa e mel (SM, n = 15), com aplicacdo de 1
grama de creme de extrato de salsa a 10% e extrato de mel a 10%; grupo mel (M, n = 15), com
aplicagao de 1 grama de mel a 10%. Resultados: Identificaram-se células mononucleares em menor
namero, sinais flogisticos menos intensos e retragdo mais precoce das bordas das feridas nos grupos
M, S e SM em relagéao ao CT. A quantidade de fibroblastos no inicio da avaliagao foi maior nos grupos
M, S e SM em relagédo ao CT, com declinio mais precoce. Conclusado: O uso topico do extrato de salsa
se demonstrou eficaz na reparacao tecidual das feridas de ratos.

PALAVRAS-CHAVE: Fibroblastos. Fitoterapia. Mel. Pele.

ABSTRACT

Introduction: The empirical use of Petroselinum crispum in wound healing is part of traditional practices
in the interior of Brazil. However, its effects had not been scientifically established. Objective: To
evaluate the healing effect of parsley extract on rat wounds and compare it to treatment with honey
and the combination of parsley and honey. Methodology: 60 rats were subjected to anesthesia,
manual depilation, antiseptic procedures, and a 15 mm diameter surgical incision on the dorsal region.
The animals were randomly divided into four groups: control (CT, n = 15), with the application of 1
gram of non-ionic cream; parsley group (S, n = 15), with the application of 1 gram of 10% parsley
extract cream; parsley and honey group (SM, n = 15), with the application of 1 gram of 10% parsley
extract cream and 10% honey extract; honey group (M, n = 15), with the application of 1 gram of 10%
honey. Results: The groups M, S, and SM showed a lower number of mononuclear cells, less intense
inflammatory signs, and earlier wound edge retraction compared to the CT group. The amount of
fibroblasts at the beginning of the evaluation was higher in the M, S, and SM groups compared to the

' Discente do curso de Medicina da Universidade José do Rosério Vellano (UNIFENAS - Alfenas-MG).
2 Discente do curso de Medicina da Universidade José do Rosério Vellano (UNIFENAS - Alfenas-MG).
3 Discente do curso de Medicina da Universidade José do Rosario Vellano (UNIFENAS - Alfenas-MG).
4 Docente da Universidade José do Rosério Vellano (UNIFENAS - Alfenas-MG). Doutoranda pelo Programa
Interunidades de Doutoramento em Enfermagem (EEUSP). Mestrado em Enfermagem pela Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Graduada em Enfermagem pela Universidade José do Rosario Vellano
(UNIFENAS - Alfenas-MG).
5 Docente da Universidade José do Rosério Vellano (UNIFENAS - Alfenas-MG). Doutor em Biologia Funcional e
Molecular pela Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP - Campinas). Mestre em Ciéncias Morfologicas
pela Universidade José do Rosério Vellano (UNIFENAS - Alfenas-MG). Graduado em Medicina Veterinaria pela
Universidade José do Rosério Vellano (UNIFENAS - Alfenas-MG).

RECIMAZ21 - Ciéncias Exatas e da Terra, Sociais, da Saude, Humanas e Engenharia/Tecnologia


https://doi.org/10.47820/recima21.v4i7.3613

v.4,n.7,2023

A - RECIMA21 - REVISTA CIENTIFICA MULTIDISCIPLINAR
RECIMAR | ISSN 2675-6218
EFEITOS DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE PETROSELINUM CRISPUM NA

CICATRIZAGAO DE FERIDAS CUTANEAS EM RATOS
Helena da Silva Mendonca, Maria Eduarda Siqueira de Oliveira,
Carollayne Mendonca Rocha, Ciderléia Castro de Lima, José Antonio Dias Garcia

CT group, with earlier decline. Conclusion: Topical use of parsley extract proved to be effective in the
tissue repair of rat wounds.

KEYWORDS: Fibroblasts. Phytotherapy. Honey. Skin.

RESUMEN

Introduccion: La utilizacion empirica de Petroselinum crispum en la cicatrizacion forma parte de
préacticas tradicionales del interior de Brasil. Sin embargo, sus efectos no habian sido establecidos
cientificamente. Objetivo: Evaluar el efecto cicatrizante del extracto de perejil en heridas de ratones y
compararlo con el tratamiento de miel y la combinacion de perejil y miel. Metodologia: Se sometieron
60 ratones a anestesia, depilacion manual, antisepsia y a una incision quirdrgica de 15 mm de
diametro en la region dorsal. Los animales se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos: control
(CT, n = 15), con aplicacion de 1 gramo de crema no idnica; grupo perejil (S, n = 15), con aplicacion
de 1 gramo de crema de extracto de perejil al 10%; grupo perejil y miel (SM, n = 15), con aplicacién de
1 gramo de crema de extracto de perejil al 10% y extracto de miel al 10%; grupo miel (M, n = 15), con
aplicacion de 1 gramo de miel al 10%. Resultados: Se identificaron menos células mononucleares,
signos flogisticos menos intensos y retraccion mas temprana de los bordes de las heridas en los
grupos M, S y SM en comparacion con el CT. La cantidad de fibroblastos al inicio de la evaluacion fue
mayor en los grupos M, S y SM en comparacion con el CT, con una disminucion mas temprana.
Conclusion: El uso tdpico del extracto de perejil demostré ser efectivo en la reparacion tisular de las
heridas en ratones.

PALABRAS CLAVE: Fibroblastos. Fitoterapia. Miel. Piel.

INTRODUCAO

A pele é o 6rgao mais extenso e o revestimento mais exposto do corpo humano. Sua
principal fungdo € compor a imunidade inata, como primeira linha de defesa fisica e imunoldgica do
organismo (LINEHAN et al., 2018). A exposicdo constante da pele a fatores mecanicos, quimicos e
bioldgicos, predispbe interrupgdes nos tecidos, que promovem mudangas na funcionalidade protetora,
estrutura anatémica e estética da regido (OTTERGO et al, 2018). O processo de reparagao das
lesbes cutaneas é considerado um evento complexo e pode ser dividido em trés fases distintas e
sobrepostas: inflamatéria, proliferativa e de remodelamento (WANG et al., 2018).

A fase inflamatéria se inicia apds a constricdo dos vasos lesados e o inicio da agregagao
plaquetaria (RODRIGUES et al., 2019). Como resultado, ocorre a degranulacido, que libera
quimiocinas e fatores de crescimento para a formagao de um coagulo (WANG et al, 2018). Os
neutréfilos migram para o local da lesdo devido a crescente concentracdo de quimiocinas. Essas
células limpam detritos e bactérias e acabam por secretar citocinas pré-inflamatérias. Além disso,
macrofagos também chegam na regido. Eles sdo responsaveis pela fagocitose de antigenos,
neutrofilos e detritos, além de secretarem mediadores inflamatorios (SORG et al., 2017).

Em seguida, ocorre o estagio proliferativo, que apresenta como objetivo diminuir a area do
tecido lesado, a fim de estabelecer uma barreira epitelial viavel para ativar os queratinocitos. Esse
estagio inclui contragao, angiogénese, fibroplasia e reepitelizacdo (GONZALEZ et al., 2016). Durante
a fase proliferativa, um novo tecido conjuntivo ou tecido de granulagdo é formado pela atuagao de

fibroblastos ativados, que sintetizam a nova matriz extracelular e ajudam a contrair a ferida. A
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angiogénese, que ocorre simultaneamente, é um processo coordenado e envolve proliferagéo celular
endotelial, ruptura e rearranjo da membrana basal, migracdo e associacdo em estruturas tubulares e
recrutamento de células perivasculares. Ela permite a entrega de nutrientes e a manutengcédo da
homeostase do oxigénio, o que aumenta a proliferacdo celular e a regeneragdo tecidual
(RODRIGUES et al., 2019). Essa fase comeca nas primeiras 48 horas e pode continuar por dias ou
semanas apos o inicio da lesao (WANG et al., 2018).

Por fim, a fase de remodelamento consiste na regressdo da neovasculatura e na
reconstituicdo do tecido de granulagdo da cicatriz. O colageno tipo Ill, que compde o tecido de
granulagao, é parcialmente substituido por colageno tipo I, 0 que resulta no aumento da forgca ténsil
da ferida (SORG et al., 2017). Dessa maneira, € necessario haver um equilibrio entre apoptose da
matriz antiga e sintese da nova matriz. As feridas com remodelamento correto apresentam sinais que
interrompem o processo quando o defeito do tecido € reparado. Assim, o déficit de apoptose € a
presenca continua de fibroblastos secretando componentes da matriz extracelular prorrogam o
processo de reparo, 0 que resulta em cicatriz hipertréfica ou formacao de queloide (WANG et al.,
2018).

Diante da complexidade e da possibilidade do surgimento de falhas, faz-se necessario o uso
de alternativas capazes de auxiliar no processo de cicatrizacdo. Nessa perspectiva, sabe-se que a
fitoterapia, campo da medicina que utiliza plantas como promotoras de saude e as empregam no
tratamento de doencgas, tem como vantagens o baixo custo e a simples manipulagdo (FALZON;
BALABANOVA, 2017). Um fitoterapico amplamente conhecido € a salsa ( Petroselinum crispum), uma
planta nativa da regido do Mediterraneo, também utilizada como condimento (AJMERA et al., 2019).
No Brasil, existem relatos da utilizagdo empirica da salsa no tratamento de fissuras mamilares em
lactantes, principalmente em regides do interior do pais. Entretanto, ainda ndo foi estabelecida a
aplicacéo cientifica do uso tépico dessa planta na cicatrizagao.

Diferentemente da salsa, ja é sabido que o mel possui propriedades cicatrizantes, além de ser
capaz de exercer agdo antioxidante, antimicrobiana, antidiabética, anticancerigena e anti-
hiperlipidémica (RAO et al, 2016). A cicatrizagdo de feridas ocorre devido ao seu perdxido de
hidrogénio, alta osmolaridade, acidez, fatores ndo perdxidos, éxido nitrico e fendis. Esses
componentes promovem o desbridamento autolitico, a sintese de coldgeno, o crescimento de
fibroblastos e células epiteliais e aceleram a contracéo da ferida (ORYAN et al., 2016).

Desse modo, o presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito cicatrizante do extrato
hidroalcodlico da salsa em feridas cutdneas de ratos (Rattus norvegicus), em comparagao ao
tratamento com mel e a associacdo de salsa e mel, a partir da andlise histolégica, quantificacao e
andlise estatistica de células mononucleares, fibroblastos e neovasos presentes durante o processo.
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METODO
Protocolo animal

Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus), machos e adultos, pesando 230 30 gramas,
obtidos no Biotério Central da Universidade José do Rosario Vellano (UNIFENAS), apos a aprovacgao
do Comité de ética da Universidade (14A/2010). Os animais foram submetidos a anestesia
intraperitoneal com Tiopental (10 mg/Kg) e, apés depilacdo manual e antissepsia com Povidona na
regido dorso-cervical, foi realizada uma incisao eliptica de 15 mm de diametro na pele, com auxilio de
um bisturi. As feridas foram higienizadas com agua e sab&o de pH neutro diariamente.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: grupo controle
(CT, n =15), no qual foi aplicado creme nao idnico sobre a lesdo, uma vez ao dia; grupo salsa (S, n =
15), cuja ferida foi tratada com extrato de salsa a 10% na forma de creme, uma vez ao dia; Grupo
Salsa e Mel (SM, n = 15), em que a ferida foi tratada com extrato de salsa a 10% na forma de creme,
associado ao mel, uma vez ao dia; Grupo Mel (M, n = 15), em que a ferida foi tratada com mel, uma
vez ao dia. Todas as aplicacoes foram realizadas apés a higienizacdo da incisdo com agua e sabao
neutro. Os animais foram mantidos em gaiolas e receberam racdo comercial e agua ad libitum. Ao
final de cada dia de analise (3% 7° e 14° dia), os 5 animais avaliados de cada grupo foram

sacrificados com overdose de Tiopental (100 mg/kg).

Manipulacédo dos cremes

Foi realizada a coleta e triagem da salsa por meio da separacdo manual das folhas, caules,
botdes e flores e eliminacao dos materiais estranhos identificados. A planta foi disposta em bandejas
em uma estufa com circulagado de ar a temperatura de 35° C durante 11 dias. Ap6s a secagem, foi
moida em moinho de martelos, com abertura de saida de 3 mm. Posteriormente, foi preparado um
extrato hidroalcodlico da planta, associado a um creme néo idnico na concentracao de 10%. Ja o mel
foi colhido em colmeias de abelhas africanizadas (Apis mellifera), apresentando cor &mbar e odor

caracteristico, mantido a temperatura ambiente para evitar a sua cristalizagao.

Analise histolégica

As feridas experimentais foram avaliadas clinicamente e histologicamente ao longo de 14 dias
por um Unico observador. O material foi coletado nos 39, 7° e 142 dias de tratamento e foi fixado em
formalina a 10% por 48 horas, seguido por adigao de parafina. Os cortes histologicos de 5 um foram
depositados em laminas e corados com hematoxilina-eosina para analise sob microscopia éptica.

As imagens histologicas foram capturadas por cAmera digital com auxilio do Software Imagem
Pro-plus, com aumento de 40x. Na contagem de células mononucleares, neovasos e fibroblastos foi
utilizado o sistema digitalizador e analisador de imagens Software Fireworks. Foram analisados 4
campos de cada corte e a média do numero de células mononucleares, neovasos e fibroblastos foi

calculada.
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Analise Estatistica

Os valores da contagem de células mononucleares, neovasos e fibroblastos foram analisados
e comparados por meio da analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, com nivel de
significancia p < 0,05. Os resultados foram expressos pela média * erro padrao da média (média +
EPM).

RESULTADOS

Com a manutengao diaria das praticas de assepsia e rigor nos curativos de feridas, nenhum
dos animais desenvolveu infeccdo local. A presenca de uma crosta de facil remogao auxiliou a
manipulagao da ferida durante os curativos, sem danificar o tecido de granula¢do neoformado. Com
trés dias do inicio do tratamento foi possivel evidenciar sinais flogisticos menos acentuados e um
tecido de granulacdo mais aparente nos grupos M, S e SM, em relacdo ao grupo CT e secrecao
serossanguinolenta cobrindo o leito da ferida de todos os grupos. Além disso, no terceiro dia de
tratamento, foi observado em andlise histolégica (Tabela 1 e Figura 1) maior nimero de células
mononucleares por campo no grupo CT, em relagdo aos grupos M, S e SM.

Tabela 1 - Média de células mononucleares, neovasos e fibroblastos por campo das secgdes
histol6gicas das feridas.

CT S SM M
Células mononucleares/campo 68+22 21+6° 20+3° 13+1P
3¢ dia
Neovasos/campo 31+22 33+22 32442 30+32
Fibroblastos/campo 86+32 167+34° 141+11° 97492
Células mononucleares/campo 84132 18+3° 18x4° 40+7°
7° dia
Neovasos/campo 18412 59+7°¢ 45+2° 40+2°
Fibroblastos/campo 197132 158+17¢ 1831162 102490
Células mononucleares/campo 30+22 33432 11£20 14420
140
dia Neovasos/campo 14442 17442 17+22 19452
Fibroblastos/campo 2621452 77+8° 38+6° 26+2°
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Os valores dispostos na tabela representam a média + erro padrdo da média (X £ EPM) por
campo de células mononucleares, neovasos e fibroblastos nos grupos CT, S, SM e M em cada um
dos dias avaliados. As médias representadas pela mesma letra em uma linha ndo apresentam
diferenga significativa entre si, ou seja, apresentam um p > 0,05 ao teste de Tukey. Fonte: autores
(2022).

Figura i - Fotomicrografia das células mononucleares (M) e fibroblastos (F) nos cortes histolégicos

7° dia

Fonte: autores (2022)

No sétimo dia experimental, os sinais flogisticos foram menos intensos nos grupos M, S e
SM, enquanto os animais do grupo CT mantiveram o processo inflamatério acentuado. Sob analise
microscopica, as feridas dos grupos tratados apresentaram menor nimero de células mononucleares
em relagéo ao grupo CT, sendo as feridas dos grupos S e SM as de menor quantidade. Ja no décimo
quarto dia de experimento as feridas estavam remodeladas em todos os grupos, apresentando
apenas a marca cicatricial. Na analise histolégica nesse momento, o nimero de células
mononucleares no CT foi semelhante ao do grupo S e o nimero de células mononucleares no grupo
M foi semelhante ao do grupo SM (Tabela 1).

Em relagdo aos fibroblastos, no terceiro dia de experimento, foi possivel observar uma
proliferacdo mais evidente nos grupos em que a salsa estava presente (S e SM) quando comparados
com os grupos CT e M. Ja no sétimo dia, a quantidade de fibroblastos do grupo CT ultrapassou as
dos grupos S e M, evidenciando uma proliferacdo mais tardia que se manteve elevada até o décimo
quarto dia, mesmo sendo observado o remodelamento da ferida nesse periodo. Essa elevagao de
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fibroblastos nas fases mais avangadas da cicatrizacdo é um tema bastante discutido, pois esta
associado ao retardo do processo e ao desenvolvimento de um tecido fibroso excessivo (BERMAN;
MADERAL; RAPHAEL, 2017).

O processo de angiogénese se demonstrou mais intenso no grupo S em relagdo aos grupos
M, SM e CT no sétimo dia de experimento. Contudo, néo foi observado diferengas significativas entre
a quantidade de neovasos presentes nos grupos na analise realizada por fotomicrografia no terceiro e
no décimo quarto dia (Figura 2).

Figura 2 - Fotomicrografia dos neovasos (N) nos cortes histolégicos das feridas
CT S SM M

14° dia

Fonte: autores (2022)

DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a aplicagdo tdpica de cada uma
das solugdes referentes ao grupo S, SM e M foi capaz de atuar sobre os eventos celulares, de forma
a favorecer a reparagao tecidual, diminuir o processo inflamatério e abreviar o tempo da cicatrizagao.
No entanto, com a avaliagdo de todo o processo, o creme de salsa, aplicado ao grupo S, apresentou
resultados de maior destaque. Assim, o estudo sugere que os compostos bioativos da salsa como
flavondides, em especial a luteolina, por desenvolverem agdo anti-inflamatéria, podem atuar
diretamente no processo cicatricial (MALEKI et al., 2019).

Os efeitos do mel, ja estabelecidos, indicam que a presenca de peroxido de hidrogénio
estimula a proliferagao de fibroblastos e a angiogénese e desenvolve uma atividade antimicrobiana. A
alta osmolaridade também intensifica essa acdo antimicrobiana, por resultar em desidratagdo e morte
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de microrganismos. O mel atua sobre a atividade fagocitica, estimulando a secre¢éo de citocinas por
mondécitos, como o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-
6), que ativam a resposta imune frente as infecgbes. A atividade anti inflamatéria esta associada a
capacidade de reduzir prostaglandinas e inibir a expressao da ciclooxigenase-2 (COX-2). A acidez do
mel também contribui significativamente com o processo de cicatrizacdo. O seu pH reduz a atividade
da protease, enzima que pode destruir fatores de crescimento e a matriz de colageno recém-formada,
reduzindo as reagdes inflamatdrias locais e reduzindo o tempo de cicatrizacdo (ORYAN et al., 2016).

Durante os primeiros dias da cicatrizacdo, observou-se que o extrato de salsa separado ou
associado ao mel mostrou efeito cicatrizante potente com aumento no ndmero de fibroblastos. Essas
células estdo presentes na fase proliferativa do processo de cicatrizacdo e s&o estimuladas por
fatores de crescimento como o PDGF e TGF-B. Por agdo do TGF-, os fibroblastos se diferenciam em
miofibroblastos e comegam a produzir colageno do tipo I, 0 que promove a contragédo e fechamento
da ferida (SZWED; SANTOS, 2016).

Os problemas na cicatrizagcdo estdo relacionados com a ocorréncia de desequilibrios em
alguma das trés fases da cicatrizacdo, sendo a resposta da fase inflamatéria, por meio da agao das
citocinas IL-6, IL-8 e IL-10, um dos principais fatores para que isso ocorra (BERMAN ef al., 2017).
Dessa forma, uma resposta inflamatéria aguda nos periodos iniciais da cicatrizacdo € benéfica, visto
que promove a remog¢ao de detritos e patdgenos da ferida (WANG et al., 2018). Contudo, se essa
resposta se tornar cronica, ela pode ocasionar uma inibicdo do reparo tecidual ou uma
hipercicatrizagdo, como foi observado no grupo CT pela contagem elevada de células mononucleares
no final do processo.

Além disso, 0 aumento excessivo na ativacao de fibroblastos no decorrer do processo, como
consequéncia da expressao de fatores de crescimento, como o TGF, contribui para a formacgéao de
cicatrizes hipertroficas e queldides, que sdo causadoras de grande incOmodo para boa parte da
populagdo, principalmente quando se desenvolvem em regides mais expostas (BERMAN et al.,
2017). Assim como sua elevagao causa prejuizos no resultado da cicatriz, o retardo do aparecimento
dos fibroblastos também é danoso, pois esta associado ao aumento no tempo da segunda e da
terceira fase da cicatrizagao.

A avaliacdo macroscépica das feridas se manteve de acordo com as andlises histoldgicas.
Assim, enquanto os demais grupos apresentaram uma retracdo completa das bordas durante o oitavo
e 0 nono dia de experimento, o grupo CT obteve o mesmo resultado apenas no décimo segundo dia.
Isso corrobora a hipétese de que a salsa é capaz de causar redugdo do processo inflamatério e da
proliferacdo desajustada de fibroblastos, abreviando o tempo do processo cicatricial e levando ao

surgimento de uma cicatriz normotroéfica.

CONSIDERACOES

Diante das evidéncias obtidas no presente estudo, conclui-se que a aplicagao tépica do creme
com extrato hidroalcodlico de salsa foi mais eficiente na reparagédo tecidual, na diminuigdo do
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processo inflamatério e na aceleragéo do tempo de cicatrizagao de feridas cutaneas em ratos, quando

comparado ao controle, ao mel e ao creme com extrato hidroalcodlico da salsa associado ao mel.
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