126

Artigo
Original

Autores:
Juliana Augusta Zeglin Nicolau’
Paula Foresti Faria’
Luciana de Oliveira Marques?
Deyse Fabiane Hoepers’
Andressa Dias da Rocha’
Ana Cristina Lira Sobral*

" Académica de medicina da Faculdade
Evangélica do Parand (FEPAR) - Curitiba
(PR),Brasil.

2 Mestre; professora titular da disciplina de
experimentacao do curso de Medicina da
Faculdade Evangélica do Parana (Fepar) -
Curitiba (PR), Brasil.

’ Médica em clinica privada - Curitiba
(PR), Brasil.

* Mestre; professora auxiliar das disciplinas
de histologia e anatomia patolégica do
curso de Medicina da Faculdade Evangélica
do Parand (Fepar) - Curitiba (PR), Brasil.

Correspondéncia para:
Dra.Juliana Augusta Zeglin Nicolau
Av Iguacu, 3001 apto 2303 - Bairro Agua
Verde
80240031 - Curitiba - PR
E-mail: ju_augusta@hotmail.com

Data de recebimento: 04/06/2013
Data de aprovacao: 01/06/2014

Trabalho realizado na Faculdade Evangélica
do Parana - Curitiba (PR), Brasil

Suporte Financeiro: Nenhum
Conflito de Interesses: Nenhum

Surg Cosmet Dermatol 2014;6(2):126-9.

Analise do efeito do estradiol e
progesterona tdpicos na cicatrizacao
de feridas em ratos

Analysis of the effect of topical oestradiol and progesterone in
wound healing in rats

RESUMO
Introducao: Estudos demonstram que estradiol e progesterona influenciam a cicatriza¢io
de feridas, angiogénese e remodelamento.
Objetivos: Avaliar os efeitos topicos de estradiol e progesterona isolados e associados na
cicatrizacio de feridas de ratas menopausadas.
Métodos: Utilizaram-se 40 ratas linhagem Wistar, divididas aleatoriamente em quatro gru-
pos com o mesmo numero de animais: C: controle, utilizando o veiculo; E: estradiol 0,5mg;
P: progesterona 15mg; E+P: estradiol 0,5mg e progesterona 15mg. Inicialmente as ratas
foram submetidas a ooforectomia bilateral, e no 30o dia do pés-operatério, confeccionou-
se ferida circular com lecm de didmetro, e iniciou-se a aplica¢io dos tdpicos, mantidos
durante sete dias. R ealizaram-se bidpsias no terceiro, sétimo e 140 dias, seguidas de exérese
da ferida. As bidpsias foram coradas com Sirius-Red (anilise colagena) e hematoxilina-eosi-
na (analise morfométrica). Valores de p<<0,05 indicaram significancia estatistica.
Resultados: Apenas no Grupo P observou-se acelera¢io da reepitelizacio do sétimo ao
140 dia (p=0,016) e aumento da fibrose do terceiro ao sétimo dia (p=0,008). Grupo E e
grupo E+P inibiram a formacio do coligeno tipo III, nos trés momentos do estudo
(p<0,001).
Conclusdes: A terapia topica com estradiol, e estradiol associado a progesterona inibiram
a formacio do colageno tipo III. A progesterona isolada apenas contribuiu no processo de
reepitelizagio das feridas.
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ABSTRACT

Introduction: Studies have shown that oestradiol and progesterone influence wound healing, angio-
genesis, and remodeling.
Objectives: 1o evaluate the topical effects of oestradiol and progesterone—isolated and associated—
on healing wounds of menopausal rats.
Methods: Forty Wistar rats were randomly divided into 4 groups with the same number of animals:
Group C) control group, using only the vehicle; Group E) oestradiol 0.5mg; Group P) 15mg proges-
terone; Group E+P) 0.5mg oestradiol and 15mg progesterone. Initially the rats underwent bilateral
oophorectomy. On the 30th post-operative day, a circular wound 1cm in diameter was inflicted, and
the topical applications carried out for 7 days. Biopsies were performed at days 3, 7, and 14, followed
by excision of the wound. Biopsies were stained with Sirius-Red (collagen analysis) and
Hematoxylin-Eosin (morphometric analysis). The P-values <0.05 were considered statistically signi-
ficant.
Results: Only in Group P there was an acceleration of re-epithelialization observed from the 7th to
the 14th day (p = 0.016) and increased fibrosis from the 3rd to the 7th day (p = 0.008). Groups
E and E+D presented inhibited formation of type III collagen in the three study time points (p
<0.001).
Conclusions: Treatment with topical oestradiol, and topical oestradiol associated with progesterone
inhibited the formation of type III collagen. The isolated progesterone only contributed to the process
of re-epithelialization of wounds.

Keywords: estrogens; progesterone; collagen; wound healing.



Estrogeno e progesteronda na cicatrizagdo

INTRODUGAO

As feridas cutaneas sio resultado de mdltiplos fatores,
como hipoxia, trauma ou pressio. Sua evolugio quase sempre
segue uma ordem ja estabelecida: inflamacio, proliferacio e remo-
delamento.! O processo da cicatrizagio envolve células sangui-
neas, matriz extracelular, mediadores celulares e células parenqui-
matosas.? Diversos fatores, entretanto, podem prejudicar esse pro-
cesso, tais como desnutri¢io, drogas variadas, radiacio e hipoxia.!

A pele é composta primariamente de fibras coligenas,
fibras elasticas e glicosaminaproteoglicanas.®> Particularmente, na
matriz dérmica ha essencialmente dois tipos de colageno: I e III,
correspondendo a cerca de 80-85% e 15-20%, respectivamente,
do total dessa proteina. O tipo I estd localizado principalmente na
derme reticular, a mais profunda da pele. O colageno tipo III esta
presente, em sua maioria, na derme papilar, localizada mais super-
ficialmente. Na ferida hi, ao contrario do que ocorre na derme
integra, maior propor¢io de colageno III do que do tipo L.

Hormonios sio fatores potencialmente determinantes no
processo de envelhecimento, e o estrogeno mostrou-se benéfico
ao acelerar a repara¢io tecidual relacionada ao envelhecimento
em ambos os sexos.’

Alguns estudos demonstram que a terapia estrogénica topi-
ca e sistémica estimula a cicatrizagio a medida que reduz a infla-
macio. Estudos in vitro também sugerem que a progesterona pode
modular a inflamacdo. O estrogeno e a progesterona contribuiriam
para a ativacio do macréfago em uma via alternativa, levando a
cicatrizacdo da ferida, a angiogénese e ao remodelamento.

Diante do aumento da expectativa de vida e consequente
envelhecimento da populacdo mundial, com decorrente aumen-
to das patologias cutaneas e deficit cicatriciais proprios da idade,
ha necessidade de pesquisas sobre o efeito da progesterona e do
estrogeno como adjuvantes no tratamento de feridas cutaneas.’

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efei-
tos topicos de estrogénio e progesterona isolados e em associa-
¢30 na cicatrizagio de feridas de ratas menopausadas.

METODOS

Foram utilizadas 40 ratas, Rattus norvegicus albinus rodentia
mammalia, da linhagem Wistar, fémeas adultas, procedentes do
Biotério Central da Faculdade Evangélica do Parana. Todos os
animais foram mantidos no biotério da institui¢io e receberam
dgua e racio propria para a espécie sendo respeitados os
Principios Eticos de manuseio e experimentacio animal defini-
dos pela Comissio de Etica de Experimentacio Animal (Ceea).
O projeto foi aprovado no Comité de Etica e Pesquisa da enti-
dade, sob protocolo niimero 4723/11 de 20/05/2011.

A amostra foi dividida em quatro grupos de dez animais
cada, conforme o tratamento proposto, descrito abaixo:

GRUPO C (Controle): Recebeu apenas o veiculo com-
posto de creme nio idnico.

GRUPO E (Estradiol): Recebeu tratamento topico com
pomada contendo 0,5mg de 17-beta-estradiol em veiculo com-
posto de creme nio idnico.

GRUPO P (Progesterona): Recebeu tratamento topico
com pomada contendo 15mg de progesterona natural em vei-
culo composto de creme nio idnico.
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GRUPO E+P (Estradiol e Progesterona): Recebeu tra-
tamento topico com pomada contendo 0,5mg de 17-beta-estra-
diol, associado a 15mg de progesterona natural em veiculo com-
posto de creme nio idnico.

No primeiro momento do experimento, todos os animais
foram pesados, identificados com acido picrico e reunidos em
gaiolas, cada uma com cinco individuos aleatoriamente escolhi-
dos. A seguir, foram anestesiados com isofluorane inalatorio até
plano profundo, e submetidos a ooforectomia bilateral, conforme
técnica cirtrgica-padrio para inducio do estado de menopausa.

No segundo momento do experimento, no 302 dia do
pds-operatério, sob o mesmo procedimento anestésico ja descrito,
foi confeccionada uma ferida circular com lem de didmetro, no
dorso de cada animal, retirando-se pele e subcutaneo, sem lesar a
aponeurose adjacente. A partir desse momento, todos os animais
receberam o tratamento topico didrio, proposto para cada grupo,
sempre no mesmo horario do dia e durante sete dias ininterrup-
tos. Os animais receberam dose diaria de morfina (solu¢io a 10%)
na dose de 0,1ml por 100g de peso do rato, via intramuscular,
como procedimento analgésico durante a cicatrizagdo.

As bidpsias foram realizadas no terceiro, sétimo e149 dias
ap6s o inicio do tratamento. Nas figuras 1 e 2 observa-se o
aspecto da ferida cutinea no 14° dia do experimento nos grupos
Progesterona e Estradiol.

No terceiro momento, ao 142 dia ap6s o inicio do trata-
mento, os animais foram novamente pesados e eutanasiados atra-
vés de overdose anestésica com isofluorane inalatério.

Quanto a analise ponderal, os grupos de animais foram
comparados para avaliagio das influéncias hormonais nos trés
momentos de bidpsia do experimento (terceiro, sétimo e14€ dias).

Para a avaliagio da histologia e do colageno, as cicatrizes
cutaneas dos animais eutanasiados foram ressecadas e fixadas em for-
malina tamponada. A confec¢io das liminas foi realizada no labora-
torio de Histotécnica da Fepar mediante colora¢io de HE para ana-
lise histologica, e coloracio de Sirius-red para analise de colageno.

Na primeira foram analisados: epiteliza¢io, classificacio e
grau de processo inflamatorio, e vascularizagdo. Na anilise por
Sirius-red foi quantificado e qualificado o colageno. As analises
microscopicas foram realizadas sempre pela mesma patologista.

O tempo total de estudos foi de 44 dias.

Os testes estatisticos utilizados para as variaveis quantita-
tivas foram: Anova, teste nio paramétrico de Kruskal-Wallis,
teste nio paramétrico de Friedman. Para a analise de variaveis

FIGURA 2: Rata do grupo Estradiol
no 140 dia pds operatdrio

FIGURA 1: Rata do grupo
Progesterona no 140 dia pds
operatdrio
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GRAFIco 1: Andlise ponderal dos grupos da ooforectomia a biépsia do 140 dia
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GRAFIco 2: Porcentagem de coldgeno tipo Ill nos trés momentos do
estudo (30, 70 e 140 dia) de acordo com os grupos

qualitativas: teste exato de Fisher, teste binomial. Por tltimo, para
condi¢io de normalidade das variaveis, foi utilizado o teste de
Shapiro-Wilks.

Todos os resultados receberam tratamento estatistico,
adotando-se 0,05 como nivel de significancia. Os dados foram
analisados com o programa computacional Statistica v.8.0.

RESULTADOS

Durante o estudo trés animais correspondentes ao
grupo-controle foram a ébito, o primeiro durante a confecgio
da ferida, e os outros dois no sétimo dia de evoluc¢io da ferida.
A causa de morte esteve relacionada a sedag¢do inalatdria utiliza-
da durante os procedimentos. Os animais restantes foram sub-
metidos a eutanasia nos dias previstos para a afericdo. Ao final do
experimento todas as feridas cicatrizaram.

De acordo com o grafico 1, quanto quanto a analise pon-
deral, os medicamentos estradiol, estradiol com progesterona ou
progesterona nio causaram altera¢do de peso no decorrer do
estudo, nas analises do terceiro (p = 0,435), 7° (p = 0,120) e do
149 dia (p = 0,130). Devido ao estresse cirtirgico, aos curativos
oclusivos e a manipulagio didria, todos os elementos dos quatro
grupos perderam peso de forma significativa (p<<0,05) apds a
ooforectomia e no decorrer da cicatrizagio, sem diferenga esta-
tistica significativa entre os grupos.

Na analise histologica (HE), em relacio a evolucgio da
epitelizagio, o grupo Progesterona apresentou maior e signifi-
cante reepiteliza¢io da ferida no 142 dia (p = 0,01).

Quanto ao processo inflamatério nio houve diferenga
significativa em rela¢do aos trés grupos nos trés momentos do
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estudo. O mesmo ocorreu quanto a neovasculariza¢io, fibrose e
quanto ao nimero de macrofagos e fibroblastos nas feridas.

Na analise intragrupo, apenas a Progesterona acelerou a
reepitelizacio do sétimo ao 142 dia (p = 0,016) e aumentou a
fibrose do terceiro ao sétimo dia (p = 0,008).

Quanto a analise do colageno o Grupo E e o Grupo E+P
inibiram a formagio do coligeno tipo III, nos trés momentos do
estudo (p<0,001), como ¢ possivel observar no grafico 2. O grupo
que obteve maior percentual de formacio de colageno novo, entre
0 7° e o 14° dia, fo1 o grupo Estradiol associado a Progesterona.

Nota-se nas figuras 3 a 6 a forma¢do do coligeno na
colora¢io de Sirius-red nos diferentes grupos do estudo.

DISCUSSAO

Segundo Brincat, o estrogénio possui muitos efeitos bené-
ficos e protetores sobre a fisiologia e a fun¢io da pele, incluindo a
manutenc¢io da hidratacio e espessura da pele, a elasticidade, a
cicatrizagio de feridas e a reducdo ao risco de cincer de pele.®
Também de acordo com Ashcroft, uma redu¢io dos niveis de
estrogeno leva a um prejuizo da qualidade da cicatrizagio cutanea
em mulheres menopausadas e em ratas ooforectomizadas. A apli-
cagio topica de estrogeno também foi relacionada com uma ace-
lerag¢io da cicatrizagio cutanea.” De acordo com nosso estudo nio
foi possivel observar tais efeitos descritos na literatura, ja que ape-
nas no grupo da Progesterona foi observada a aceleragio da fibro-
se e da reepitelizacio em certos momentos do estudo.

Segundo Ashcroft a reposi¢io hormonal sistémica em
fémeas menopausadas foi associada com aceleracio da cicatriza-
¢o de feridas em comparacio com a aplicagio topica. Ja o estro-
génio aplicado topicamente, imediatamente apos a realizacio da
ferida, reduziu a incidéncia de deiscéncia e infeccio.®

Em estudo realizado com coelhas ooforectomizadas, foi
avaliada a terapia cronica com dipropionato de estradiol, aten-
tando-se a espessura das camadas da pele, a porcentagem de
coligeno dérmico e fibras elisticas e areas de glandulas sebaceas.
Tendo o conhecimento de que a espessura da epiderme varia
consideravelmente nas diferentes regides do corpo e hormonios
esterdides sexuais estio envolvidos na regulacio do desenvolvi-
mento e funcio da pele, nesse estudo a auséncia de estradiol
diminui a atividade mitdtica da camada basal da epiderme.’

Foi observado que os estrogenos estimulam a sintese,
maturacio, e renovacio do colageno em ratos."” O que pode ser
comparado ao presente estudo, visto que foi observado um
aumento do coligeno tipo III na analise intra-grupo. Houve um
aumento de colageno tipo III do 7° ao 14° dia (p=0,0006) dentro
do grupo Estradiol e do grupo Progesterona associado ao
Estradiol (p=0,001), no mesmo periodo.

De acordo com Isaac, na ferida hia uma maior propor¢io
de colageno tipo III em rela¢io ao tipo I; desta forma os miofi-
broblastos ligam-se as fibras colagenas do tipo III, promovendo
a contracdo da ferida. Sendo assim, quanto maior o namero de
fibras colagenas tipo III presentes, maior sera a contragio da feri-
da." Portanto, este estudo veio a corroborar com a informagio
presente na literatura, ja que o grupo E e o E+P inibiram a for-
macio de colageno tipo III, e apenas o grupo da Progesterona
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FiGura 3: Coldgeno
no 14o dia pds-
operatdrio do
grupo Controle.
Coloragdo Sirius-
Red. Aumento de
400X em micros-
copia sob luz
polarizada

FIGURA 4: Coldgeno
no 140 dia pds-
operatdrio do
grupo
Progesterona.
Coloragdo Sirius-
Red. Aumento de
400X em microsco-
pia sob luz
polarizada

FIGURA 5: Colageno
no 140 dia pdés-ope-
ratério do grupo
Estradiol+Progeste
rona. Coloragdo
Sirius-Red.
Aumento de 400x
em microscopia
sob luz polarizada

FiGura 6: Colageno
no 14o dia pds-
operatdrio do
grupo Estradiol.
Coloragdo Sirius-
Red. Aumento de
400X em microsco-
pia sob luz
polarizada

acelerou significativamente a reepitelizagio da ferida.

Foi observado que os estrogenos estimulam a sintese,
maturagio e renova¢io do colageno em ratos,” o que pode ser
comparado ao presente estudo, visto que foi observado aumento
do colageno tipo III na anilise intragrupo. Houve aumento de
coldgeno tipo III do sétimo ao 142 dia (p = 0,006) dentro do
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grupo Estradiol e do grupo Progesterona associado ao Estradiol
(p = 0,001), no mesmo periodo.

CONCLUSAO

A terapia topica com estradiol e estradiol associado a
progesterona inibiu a formacio do colageno tipo III. A proges-
terona isolada apenas contribuiu no processo de reepitelizacdo
das feridas. ®
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