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Distribuicao ultraestrutural de colageno tipo IV em
feridas experimentais apoés tratamento com papaina

Ultrastructural distribution of type IV collagen in experimental wounds after
treatment with papaine

Lacy Cardoso de Brito Junior! 2, Ian Eliezer Levy?

RESUMO

Modelo do estudo: Experimental. Objetivo: Investigar a distribuicdo de fibras colageno tipo IV, por microscopia
eletronica de transmissdo, em feridas experimentais tratadas com solugGes de papaina. Metodologia: Ratos Wis-
tar (n=18), machos, adultos, foram submetidos a procedimento cirlrgico para a retirada de segdo quadrada de
pele da regido cervical, e posteriormente separados em dois grupos: Grupo I (n = 9), sem tratamento; e Grupo II
(n = 9), tratado com solugdes de papaina a 10% (até o 7° dia), 6% (do 8% ao 14° dia) e 4% (do 15° ao 21° dia).
Todos os animais foram sacrificados com 7, 14 e 21 dias, e as areas lesadas retiradas, lavadas em PBS e fixadas
em 2,5% de glutaraldeo, 4% de formaldeio recém preparado, em solugdo tamponada contendo 60 mM Pipes,
20 mM Hepes, 10 mM etilenoglicol-bis- (B-aminoetiléter) - Acido N, N, N’-tetraacético, KCI 70 mM e MgCI2 5 mM
pH 7,2 por 1h; pés-fixadas em solugdo contendo tetréxido de 6smio a 1%, ferrocianeto a 0,8% e cloreto de calcio
a 5 mM; desidratados em acetona graduada e embebidos em Epon® para confecgdo de secgdes finas, coradas com
acetato de uranilo e citrato de chumbo, e examinadas em microscopio electrénico de transmissdo Zeiss LEO EM 906
(TEM). Resultados: A distribuicdo das fibras colageno tipo IV das lesdes tratadas com papaina (Grupo II), com 14 e
21 dias, mostraram-se mais organizadas que as fibras do Grupo I. Conclusdes: A papaina mostrou-se um impor-
tante facilitador para a organizacgao de fibras colageno tipo IV em feridas experimentais.

Palavras-chave: Cicatrizacdo de Feridas; Papaina; Ulcera; Epidemiologia Experimental; Colageno Tipo IV.

ABSTRACT

Study model: Experimental. Objective: Investigate the distribution of type IV collagen fibers by transmission
electron microscopy, in experimental wounds treated with papaine solutions. Methodology: Adult male Wistar
rats (n = 18) underwent a surgical procedure to remove a square section of skin from the cervical region, and
then separated into two groups: Group I (n = 9), without treatment; and Group II (n = 9), treated with papain
solutions of 10% (up to the 7th day), 6% (from the 8th to the 14th day) and 4% (from the 15th to the 21st day).
All animals were sacrificed at 7, 14 and 21 days, and the injured areas removed, washed in PBS, and fixed in 2.5%
glutaraldehyde, 4% freshly prepared formaldehyde in buffered solution containing 60 mM Pipes, 20 mM Hepes,
10 mM ethyleneglycol-bis- (B-aminoethylether) -N, N, N’-tetraacetic acid, 70 mM KCl, and 5 mM MgCl 2 pH 7.2 for
1h; post-fixed in solution containing 1% osmium tethoxide, 0.8% ferrocyanide, and 5 mM calcium chloride; dehy-
drated in graduated acetone and soaked in Epon® to make thin sections stained with uranyl acetate and lead citrate
and examined under a Zeiss LEO EM 906 (TEM) transmission electron microscope. Results: The distribution of
type IV collagen fibers from papaine-treated lesions (Group II) at 14 and 21 days was more organized than Group I
fibers. Conclusions: Papaine has proven to be an important facilitator for the organization of type IV collagen
fibers in experimental wounds.
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1. Resp. pelo Lab. de Patologia Geral - Imunopatologia e Citologia, Biomédico, Prof. Dr. Associado II, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Para (UFPA), Belém (PA), Brasil.

2. Biomédico, Especialista em Hematologia Clinica com énfase em Citologia Hematoldgica, UFPA, Belém (PA), Brasil.

< Lacy Cardoso de Brito Junior. Universidade Federal do Pard, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Lab. de Patologia Geral -
Imunopatologia e Citologia. Av. Augusto Corréa, 01 - Bairro Guama. CEP: 66075-900. Belém (PA), Brasil. Icdbrito@ufpa.br
Icdbrito2@gmail.com | Recebido em: 08/11/2019 | Aprovado em: 02/06/2020

Este é um artigo publicado em acesso aberto (Open Access) sob a licenga Creative
Commons Attribution, que permite uso, distribuigdo e reprodugdo em qualquer meio, . . .
BY sem restricdes, desde que o trabalho original seja corretamente citado. https://doi.org/10.11606/issn.2176-7262.v53i2p147-151


https://orcid.org/0000-0001-9102-5817
https://orcid.org/0000-0002-4798-0224

Brito Junior LC, Levy IE

INTRODUGAO

O processo de cicatrizacdo tecidual pode ser
dividido didaticamente em quatro fases: (1) a fase
de coagulagdo, de inicio imediato ao trauma e que
se caracteriza pela formagdo de um tampdo he-
mostatico primario (crosta hemato-fibrinosa); (2) a
fase inflamatoria, responsavel pelas alteragdes vas-
culares e de influxo de células inflamatdrias para o
sitio da lesdo; (3) a fase de proliferacao tardia, ca-
racterizada pela proliferacao das células endoteliais
dos vasos sanguineos (angiogénese), fibroblastos
e pela producdo de matriz colageno que levam a
formacgao do tecido de granulagao; e (4) a fase re-
paradora, responsavel pela proliferagdo das células
epiteliais, remodelacao tecidual e pela substituicao
do tecido de granulagao por tecido conjuntivo den-
so com recomposicao da epiderme!-®,

O sucesso do processo de cicatrizacdao, po-
rém, depende de fatores locais, como a extensdo
da lesdo e a quantidade de tecido necrético, e de
fatores sistémicos. Assim, em situagbes em que a
lesdo apresenta excesso de tecido necrdtico torna-
-se necessaria a utilizacdo de substancias capazes
de debridar e auxiliar na reconstituicao tecidual
como a papaina, uma enzima proteolitica complexa
de origem vegetal constituida por 17 aminoacidos
diferentes e pode ser encontrada comercialmente
sob as formas liofilizada, em géis ou cremes’-4,
Contudo, o uso destas substancias ndo garante o
sucesso do processo de cicatrizagdo!>-22.

Dentre as acbes benéficas da papaina no tra-
tamento de feridas, podemos destacar sua capaci-
dade antiinflamatoéria, bactericida, bacteriostatica,
debridante do tecido necrosado e, aceleradora e
modeladora do tecido de granulagdo®10.11,12,13,21,22,23,
Como desvantagens ao uso dessa enzima, desta-
cam-se sua baixa estabilidade quando exposta a
agentes oxidantes, a ions de ferro, ou a luminosi-
dade intensa por longos periodos!-13,

Assim, objetivo deste estudo foi mostrar a
distribuicao de fibras coldgeno tipo IV, por micros-
copia eletrénica de transmissdo, em feridas experi-
mentais tratadas com solugbes de papaina em di-
versas concentragdes.
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MATERIAIS E METODOS
Animais de experimentacao

Foram utilizados 18 ratos (Wistar), machos,
com peso entre 200 g e 250 g, oriundos do Bioté-
rio do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB). Esses
animais foram separados em gaiolas individuais
com livre acesso a agua e dieta padrdo e posterior-
mente divididos ao acaso em dois grupos: Grupo I
(n=9) formado por animais que passaram por pro-
cedimento cirdrgico e ndo receberam nenhum tipo
de tratamento (grupo controle); e Grupo II (n=9)
formado por animais que foram submetidos a pro-
cedimento cirdrgico e tratamento com papaina.

Procedimento Cirurgico

Todos os animais foram anestesiados com
100 ml quetamine e Xilazina Kg/peso (i.p.), imobi-
lizados em decubito ventral, tricotomizados na re-
gido dorsal (1,5 cm abaixo do pavilhdo auricular na
regido cervical), submetidos a assepsia dessa area
com alcool 70% e posterior procedimento cirtrgico
com bisturi para a retirada de uma segao quadrada
de aproximadamente 1,5 cm X 1,5 cm de pele, até
a exposicdo da fascia muscular. Cessados os efeitos
da anestesia os animais foram novamente acondi-
cionados em gaiolas individuais com alimentacdo e
agua ad libitum.

Preparacao das solugoes de Papaina

As solucdes de papaina foram preparadas
para as concentragdes de 4% (2 g/50 ml), 6%
(3 g/50 ml) e 10% (5 g/50 ml) em agua destila-
da deionizada através do uso de papaina liofiliza-
da 6.000 UI/MG (certificada) proveniente da India
(lote de fabricacdo EXC280212).

Tratamento das Lesoes

Os animais do Grupo II foram tratados, uma
vez ao dia, com solucdo de papaina a 10% pelos
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primeiros sete dias pods-cirurgia, com solugcdo de
papaina a 6% no periodo entre o 8% e o 14° dia
e com solucdo de papaina a 4% no periodo entre
0 15° e 0 219 dia, sendo utilizados como critérios
para a variacao das concentragdes de papaina da-
dos da literatura?s16:18,20,21,26,27,.28 @ 3g caracteristicas
macroscopicas das lesoes, isto €, presenga ou ndo
de tecido necrosado, crosta hemato-fibrinosa, pro-
cesso inflamatorio, tecido de granulacdo e distan-
ciamento das bordas da lesao.

Sacrificios dos animais

Todos os animais dos Grupos I e II foram
anestesiados com 350 ml quetamine e Xilazina
Kg/peso (i.p.) e, posteriormente, submetidos a
deslocamento cervical com 07, 14 e 21 dias pds-
-cirurgia para avaliagcao do processo de cicatrizagao
tecidual de acordo com o tratamento adotado.

Estudo Histolégico

Todas as areas das lesdes dos animais dois
grupos foram retiradas por procedimento cirdrgico,
seccionadas ao meio e separadas para estudo histo-
I6gico ou de microscopia eletrénica de transmissao.
A parte dos fragmentos de pele encaminhada para
estudo histoldgico foi fixada em formol tamponado
a 10% por 6 horas, seguido de desidratacao em
alcool a 70% e posterior processamento histoldgico
padrdo para confeccdo de cortes histoldgicos de 5m
de espessura e coloragdo com Hematoxilina-eosi-
na, com a avaliacdo histoldgica tendo sido realizada
através de estudo “duplo cego” em microscépio de
luz comum.

Estudo por Microscopia Eletrénica de
Transmissao (TEM)

Os fragmentos de pele encaminhados para es-
tudo por microscopia eletronica de transmissao fo-
ram lavados em PBS e fixada com 2,5% de glutaral-
deo, 4% de formaldeio recém preparado, em solucao
tamponada contendo 60 mM Pipes, 20 mM Hepes,
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10 mM etilenoglicol-bis- (B-aminoetiléter) - Aci-
do N, N, N’-tetraacético, KCI 70 mM e MgCI2
5 mM, pH 7,2; durante 1h a temperatura ambien-
te. Em seguida, os fragmentos foram lavados na
mesma solugdo tampdo e pods-fixados em solucdo
contendo tetréxido de ésmio a 1%, ferrocianeto a
0,8% e cloreto de calcio a 5 mM durante 1 h, de-
sidratados em acetona graduada e embebidos em
Epon®. Em seguida, foram feitas secgdes finas, co-
radas com acetato de uranilo e citrato de chumbo,
para posterior analise em microscépio electrénico
de transmissdo Zeiss LEO EM 906 (TEM).

RESULTADOS

Macroscopicamente as lesdes teciduais ex-
perimentais dos animais dos grupos I (nao tra-
tado) e II (tratados com papaina) obedeceram
a mesma sequéncia de eventos conforme os
dias analisados.

A analise histoldgica das lesGes nos animais
dos grupos I e II com sete dias pds-cirurgia mos-
traram a presenca de exsudato inflamatério mono-
nuclear difuso e tecido de granulagdo frouxo (da-
dos ndo mostrados). E a analise da distribuigdo das
fibras coldgeno tipo IV, por microscopia eletrénica
de transmissdo (Figura 1) para o mesmo periodo,
mostrou-se semelhante nos grupos I (ndo tratados)
(Figura 1A) e II (tratados com solugao de papaina a
10%) (Figura 1B).

Com 14 e 21 dias pds-cirurgia a analise histo-
I6gica das lesGes dos animais dos grupos I (ndo tra-
tados) e II (tratados com solugdes de papaina a 6%
e 4%) evidenciou a formacao de tecido de granu-
lacdo e proliferacdo de células epiteliais (dados nao
mostrados). Porém, quando esta analise das lesGes
foi feita com base nos dados obtidos por microsco-
pia eletronica de transmissdo, com 14 (Figura 1C)
e 21 (Figura 1E) dias pds-cirurgia, observou-se que
0s animais do grupo I ainda apresentavam fibras
colageno tipo IV desorganizadas, enquanto as le-
sOes dos animais do grupo II com 14 (Figura 1D)
e 21 (Figura 1F) dias pds-cirurgia ja apresentavam
fibras coldgeno tipo IV mais organizadas.
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Figura 1: Aspectos ultraestruturais da distribuicao das fibras
colageno tipo IV em Ulceras experimentais em ratos Wister
separados em dois grupos: grupo | (ndo tratado) com 7 (A),
14 (C) e 21 (E) dias pds-cirurgia; e grupo Il tratados com pa-
paina em varias concentragoes (10%, 6% e 4%) com 7 (B),
14 (D) e 21 (F) dias pos-cirurgia, respectivamente.

DISCUSSAO

No presente estudo observou-se que os ani-
mais submetidos a Ulceras experimentais assép-
ticas e tratados com diferentes concentragdes de
papaina apresentaram melhor organizacdo das fi-
bras colageno tipo IV que a observada nas lesGes
do grupo controle. Corroborando com outros auto-
res®1217,23,24,25.26,27,28 que apontam a papaina como
uma substancia capaz de estimular da fibroplasia
durante a fase proliferativa da cicatrizagdo tecidual
e ainda como substancia com potencial para auxi-
liar no alinhamento das fibras colageno.

Masini e Calamo'!, Monette?>, e Bertassoni e
Marshall?? em seus estudos clinicos sobre os efeitos
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da papaina no tratamento de feridas observaram,
de forma empirica, que a papaina auxiliava no ali-
nhamento das fibras colageno. Para esses e outros
autores?> a papaina agiria sobre as fibras colage-
no neutralizando e induzindo a ruptura de pontes
entre os aminoacidos recém-formados, que se en-
contravam de forma espiralar e de disposicdo ale-
atéria?, fazendo com que as fibras colageno se or-
ganizassem e se dispusessem em cadeias lineares,
impedindo, desta forma, a formacdo de queloides
em feridas!314.2528,

Em seus estudos com Ulceras teciduais ex-
perimentais tratadas com papaina a 2%, também
SANCHEZ et al.?3 observaram o aumento do nimero
de fibras colageno (desorganizadas) com 3, 7 e 14
dias pés-tratamento em relacdo ao grupo controle
(ndo-tratados). E também que o tecido de granu-
lacdo nas lesOes tratadas por 21 dias apresenta-
va fibras colageno mais organizadas, corroborando
com os dados observados em nossos estudos com
microscopia eletronica.

Rocha, Gurjdo e Brito Junior? e Brito Junior
e Ferreira?” em seus estudos randomizados com
Ulceras teciduais experimentais, assépticas ou in-
fectadas, tratadas com solucGes de papaina em
varias concentraces, também observaram a agao
da papaina no auxilio da modulacdo do processo
inflamatorio, formagdo e amadurecimento do tecido
de granulagdo, organizacdo das fibras colageno e
aceleracdo da proliferacdo das células da epiderme
dos animais tratados.

Nesse estudo com microscopia eletrénica de
transmissdo, e conforme ja descrito por outros au-
tores em observagbes com microscopia de luz co-
mum?1516,18,19,20,23,24,26,27 foj possivel observarmos a
capacidade da papaina em promover a organizagao
das fibras colageno em feridas experimentais.

CONCLUSOES

O presente estudo é pioneiro ao mostrar, por
microscopia eletrénica de transmissdo, a capacida-
de da papaina em induzir a organizagao estrutural
de fibras colageno tipo IV durante o processo de
cicatrizacdo de Ulceras experimentais, reforcando
e complementando pesquisas anteriores que suge-
riam este efeito a papaina.
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