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RESUMO

Introducao: A utilizacdo de plantas na prevencéo e no tratamento de doengas é pratica
milenar. O aveloz (Euphorbia tirucall) é uma planta originaria da Africa, largamente
distribuida nos paises tropicais, Africa e Asia. O vegetal exsuda em grande quantidade
um latex branco, acre e caustico utilizado como emético e anti-sifilitico, sendo geralmente
empregado entre os nativos da india como purgativo e, quando, aplicado externamente
para tratamento de reumatismo, nevralgia, verrugas. Além de tais atividades, serve ainda
como anti-bacteriano, molucicida, anti-herpético e anti-mutagénico. Objetivo: Avaliar o
efeito cicatrizante da euphorbia tirucalli Métodos: Foram utilizados 90 ratos (Rattus
novergicus albinus, Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, machos, com peso
variando entre 140 e 200g. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 6 grupos de
15 ratos. O primeiro foi chamado Grupo Aveloz Bruto (GAB), Grupo Aveloz Metandlico
(GAM) Grupo Aveloz Aquoso (GAA) Grupo Aveloz Hexénico (GAH) Grupo Aveloz
Cloroférmio (GAC) e o Grupo Controle (GC). Os grupos foram divididos em 3 subgrupos
de 5 animais assim denominados: subgrupo 3, 7 e 14 de acordo com os dias de morte (3,
7 e 14 dias. Os animais de cada grupo foram tratados com suspensao do extrato ou
fracdo do grupo correspondente. Foi avaliado a evolugdo clinica da lesédo por meio da
observacdo macroscopica e histopatologica. Resultados: Na analise macroscédpica,
houve diferenca estatisticamente significante no GAA no 14° DPO . Houve melhor
cicatrizacdo nos GAA e GAB em relacdo ao GC, quanto a presenca de células
polimorfonucleares, células mononucleares e fibras colagenas no 7° DPO; O GAA
apresentou maior predomino de colageno maduro em relagdo aos demais grupos.
Conclusao: Nas condicbes em que foi realizado o presente estudo, o extrato bruto de
euphorbia tirucalli e a fracdo aquosa provocaram uma aceleracdo no processo de

cicatrizacao da pele lesionada dos subgrupos de 14 dias de pos-operatorio.

Palavras chave: Cicatrizacdo, Aveloz, Euphorbia tirucalli



ABSTRACT

Introduction: The use of plants in the prevention and treatment of diseases is an ancient
practice. Aveloz (euphorbia tirucalli) is a plant native to Africa, widely distributed in tropical
countries, Africa and Asia. The vegetable exudes in large quantity a white, acrid and
caustic latex used as emetic and anti-syphilitic, being generally used among the natives of
India as a purgative and, when applied externally for the treatment of rheumatism,
neuralgia, warts. In addition to such activities, it also serves as anti-bacterial, molucicidal,
anti-herpetic and anti-mutagenic. Objective: To evaluate the healing effect of euphorbia
tirucalli. Methods: Ninety male rats (Rattus novergicus albinus, Rodentia mammalia)
weighing between 140 and 200g were used. The animals were randomly assigned to 6
groups of 15 rats. The first will be called rupo Aveloz Bruto (GAB), Grupo Aveloz
Metanodlico (GAM) Grupo Aveloz Aquoso (GAA) Grupo Aveloz Hexanico (GAH) Grupo
Aveloz Cloroférmio (GAC) e o Grupo Controle (GC). The groups were divided into 3
subgroups of 5 animals so-called: subgroup 3, 7 and 14 according to the days of death (3,
7 and 14 days. Animals in each group will be treated with solution of isolated compound
from the corresponding group. The animals of each group were treated with solution of
compound isolated from the corresponding group. The diameter of the lesion was
evaluated daily and a histopathological study was carried out. Results: In the macroscopic
analysis, there was a statistically significant difference in the GAA in the 14th DPO. There
was better healing in GAA and GAB in relation to GC, as the presence of
polymorphonuclear cells, mononuclear cells and collagen fibers in the 7th DPO; GAA
presented a higher prevalence of mature collagen in relation to the other groups.
Conclusion: Under the present study conditions, the crude extract of euphorbia tirucalli
and the aqueous fraction caused an acceleration in the healing process of the injured skin

of the 14-day postoperative subgroups.

Key words: Healing, Aveloz, Euphorbia tirucalli
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INTRODUCAO

1 - INTRODUCAO

O Brasil é considerado o pais de maior biodiversidade do planeta devido a sua
dimensao continental e a grande variacao geomorfoldgica e climética. Estima-se que, até
0 presente momento, tenham sido registradas no Brasil cerca de 200 mil espécies dos
mais diversos reinos. Com base nos grupos taxondmicos conhecidos, é provavel que o
pais possui cerca de 13,6% das espécies do mundo. Entre os elementos que constituem
essa biodiversidade, estdo as plantas e varias dessas séo utilizadas para fins medicinais
em comunidades, como remédios caseiros ou utilizada como matéria-prima para

fabricacao de fitoterapicos e outros medicamentos (VEIGA , 2005).

Considera-se como planta medicinal aquela que administrada sob qualquer
forma e por alguma via exerca algum tipo de acdo farmacologica. As plantas podem ser
classificadas de acordo com sua ordem de importancia, iniciando-se pelas plantas
empregadas diretamente na terapéutica, seguidas daquelas que constituem matéria-prima
para manipulacao e, por ultimo, as empregadas na industria para obtencdo de principios
ativos (CECHINLEL FILHO, 1998).

As plantas medicinais tém sido utilizadas tradicionalmente para o tratamento de
varias enfermidades. O emprego de plantas tem sido muito pesquisado, incluindo a agcao
antimicrobiana, acéo na coagulacéo e efeito reparador e cicatrizante em diversos 6rgaos,
entre eles, a pele. A maior parte dos dados, quanto ao uso dessas espécies vegetais,
ainda é empirico. A maioria dessas plantas é utilizada com base no conhecimento popular,
observando-se a caréncia do conhecimento cientifico de suas propriedades
farmacoloégicas e toxicoldgicas.(VARRICCHIO, 2008).

Levando em consideracédo que o Brasil apresenta doencas endémicas, uma
grande populacédo e uma flora exuberante, os estudos para o desenvolvimento de
farmacos a partir de plantas é um campo promissor.(LIMA, 2013).Dessa forma as
pesquisas devem apresentar modelos adequados de experimentagao para validagdo dos
efeitos farmacologicos e conhecimento especifico sobre a atividade biolégica e

comprovacao de sua eficacia. (MATOS, 1996).

13



INTRODUCAO
Pertencente a essa flora temos e bem adaptada ao meio ambiente a Euphorbia

tirucalli que é uma planta pertencente a familia das euphorbiaceas. Essa planta produz
um latex que € conhecido por ter propriedades das mais diversas: antiescorpibnica e
ofidica, purgativo, (quando ingerido em alta concentracédo), expectorante antiinflamatorio,
antiespasmaodico, ac¢édo antimicrobiana e antineoplasico (VARRICCHIO, 2008)
(TOFANELLI; SILVA, 2011).

Assim, baseado na importancia e aplicagbes populares, a Euphorbia tirucalli
carece de pesquisas que esclarecam sua composi¢do, acao farmacoldgica e medicinal,
sendo necessario a proposicdo de estudos sob os efeitos dos extratos e fracoes e sua

acao farmacologica .

14



OBJETIVOS

2 - OBJETIVOS

Avaliar o efeito do extrato bruto e fracbes de Euphorbia tirucalli no processo

de cicatrizagao tecidual de lesdes induzidas na pele de ratos:

a) Analisar macroscopicamente os parametros clinicos das lesoes;

b) Analisar microscopicamente os parametros histol6gicos das lesoes;

15



REVISAO DE LITERATURA

3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1- REPARACAO TECIDUAL EM RATOS

A cicatrizacdo de ferida cirurgica ou sitio cirargico incisional € um fendmeno
quimico, fisico e bioldgico que ocorre logo ap6s a lesdao e que diferencia em lesdes
fechadas e abertas. Quando sdo fechadas e ha aproximacao dos bordos é chamada de
primeira intencdo, e as abertas, de segunda intenc¢ao, pois o fechamento ocorre por tecido
de granulagao, reepitelizacdo e cicatrizacdo (VICENTINI; PINTO NETO; LANE, 1996)
(CARRICO, 1984)(CORSI, 1994).

Sanchez Neto (1993) estudou os aspectos morfolégicos e morfométricos da
reparacao tecidual de feridas na pele de ratos com e sem tratamento com solucéo de
papaina (Carica papaya). Avaliaram os resultados nos dias 3, 7, 14 e 21 de pos-
operatério. Nao encontraram diferengas significantes entre os dois grupos no 3° dia de
pbs-operatorio (DPO), porém, ap6s este periodo, observaram que o grupo tratado com
papaina apresentava maior quantidade de fibroblastos, de fibras colagenas e tecido de
granulacédo mais desenvolvido. Concluiram que a papaina possui importante efeito na
reparacdo tecidual em pele de ratos, atuando nas fases inicial e de fibroplasia do

processo de cicatrizagao das feridas.

Oliveira et al. (2000) utilizaram 48 ratas Wistar distribuidas em dois grupos (A e
B). Foram preparadas quatro formulacdes, sendo A1 o sumo de folhas de confrei
(Symphytum officinale) em agua destilada; A2 agua destilada; B1 gel de natrosol com
confrei a 0, 003%; B2 com gel natrosol. Foram feitas duas feridas simétricas de 1x1 cm na
regidao dorsocostal de cada animal e foram aplicadas as solu¢gbes de forma que os
animais do grupo A recebiam as solucdes A1 e A2 e os animais do grupo B recebiam B1 e
B2, diariamente por 18 dias. O objetivo foi mensurar o grau de contracao das feridas nos
diferentes tratamentos.Foi demonstrado que as formula¢des de Symphytum officinale néo
apresentaram efeito superior na cicatrizacdo diante das concentragcbes utilizadas no
experimento. No entanto, o gel de natrosol, contendo ou n&o extrato de confrei, mostrou

resultados superiores aos da agua destilada.
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REVISAO DE LITERATURA

Sérvio et al. (2011) avaliaram o efeito do mastruz (Chenopodium ambrosioides)

na cicatrizacdo em pele de ratos. Utilizaram 45 ratos Wistar distribuidos em trés grupos.
Os animais foram submetidos a lesées na regidao dorsocostal e tratados. No primeiro
grupo utilizaram solucéo salina a 0,9% na area da lesdo, no segundo grupo, aplicaram
extrato de mastruz e no terceiro grupo utilizaram extrato do mastruz seguido da colocacao
de um curativo com gaze estéril, recobrindo a area da lesao operatoria. Evidenciaram que

o extrato aquoso do mastruz favoreceu a cicatrizacdo em feridas abertas na pele de ratos.

Janning, Albuquerque e Barauna (2011) avaliaram o efeito do extrato
hidroalcoodlico da jasmin-cata-vento (Tabernaemontana catharinensis) na cicatrizacéo de
pele de ratos. Utilizaram doze ratos Wistar distribuidos em trés grupos com quatro
animais. Todos os animais foram submetidos a incisdes na regido dorsocostal e, em
seguida, tratados com solucéo salina a 0,9%, extrato hidroalcodlico de Tabernaemontana
catharinensis e com Bepantol® (Dexpantenol) respectivamente, em uso tdpico por sete

dias. Evidenciaram que a planta possui efeito positivo na cicatrizagcdo em pele de ratos.

Sauaia Filho et al. (2013) estudaram a cicatrizacdo em feridas induzidas em
ratos tratados com o extrato bruto de aveloz (Euphorbia tirucalli) e controle com soro
fisiologico. Os resultados mostraram apenas a proliferacdo fibroblastica que foi

evidenciada no 14° dia.

3.2 - euphorbia tirucalli lineu

No Brasil, principalmente nas regides Norte e Nordeste, diversas plantas sao
utilizadas com fins curativos, especialmente de forma complementar aos medicamentos
alopaticos. Contudo, ainda carecem de estudos que comprovem suas reais propriedades
farmacolégicas (SIMOES, 1989). A aplicacdo de fitoterapicos na area de cicatrizacdo esta
sendo amplamente avaliada em novos estudos experimentais (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998).

A Euphorbia tirucalli L. pertence a familia Euphorbiaceae. Essa familia é
representada por formas extraordinariamente diversas, existindo desde ervas, arbustos e
arvores até plantas trepadeiras e cactiformes. Seu nome vem do género Euphorbia de

Linneu, dado em homenagem a seu amigo, Euphorbus, médico do Rei Juba da Mauritania

17



REVISAO DE LITERATURA

(ANGELY, 1958).

A Euphorbia tirucalli L. pelo sistema binominal pertence a seguinte classicacao:
Reino: Plantae.

Filo: Magnoliophyta.

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Malpighiales.

Familia: Euphorbiaceae.

Género: Euphorbia.

Espécie: E. tirucalli

FIGURA 1 - Euphorbia tirucalli

A Euphorbia tirucalli, uma das 8.000 espécies dentro da familia Euphorbiaceae,
€ um arbusto ou uma pequena arvore, de tronco ereto, cilindrico, bem ramificado de
coloracéao verde com folhas pequenas e esparsas que aparecem apenas no inicio de seu
desenvolvimento, pequenas flores terminais femininas e masculinas e fruto encapsulado
contendo trés sementes ovdides. O caule e os galhos de Euphorbia tirucalli sao
perfundidos por um latex, branco e espesso. Pode crescer de 4 a 12 m de altura e cerca
de 15 a 20 cm de didametro (ANGELY, 1958). De acordo com Gurib-Fakim (2008 apud
MWINE, 2011) a planta se originou a partir da Africa Oriental tropical e & endémica em
paises como Angola, Eritreia, Etibpia, Quénia, Malasia, Ilhas Mauricio, Ruanda, Senegal,
Sudao, Tanzénia, Uganda e Zanzibar. O mesmo autor afirma que a arvore é amplamente

distribuida no sul da Europa, Asia e Américas. Devido ao seu aspecto, possui diversos
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REVISAO DE LITERATURA

nomes variando de lugar para lugar: aveloz, avel6s, arvore-lapis, pau-pelado, coroa-de-

cristo, cachorro-pelado ou graveto-do-diabo (MWINE, 2011).

Conhecida popularmente como aveloz, arvore do lapis, cachorro pelado, cega-
olho, dedo do diabo, gaiolinha, espinho italiano, entre outros, esta planta nativa da Africa,
foi trazida ao Brasil em 1982 tendo grande utilizac&do como planta ornamental, cerca viva
e protecao contra invasores. Adaptou-se nas regides de clima quente, especialmente no
Norte e Nordeste do pais, por onde se propagou (BRAGA, 1976; DUKE, 1987)

A presenca do latex no caule e folhas poderia explicar desde a sua baixa
predacao por herbivoros, até seus aspectos medicinais, passando por resisténcia as
pragas e pesticidas (caracteristica toxicas).O latex em contato com a pele é corrosivo
podendo provocar lesbes, prurido, edema, queimaduras e até necrose dos tecidos. Ao
contato com os olhos provoca edema, ardéncia, visdo borrada e se a vitima néao tiver
pronto atendimento médico as lesbes podem evoluir até o destruimento da cornea
provocando cegueira permanente. Quando ingerido, o latex pode causar vémitos,

diarréias e hemorragias por irritacdo da mucosa gastrica (KHAN 1988).

Popularmente o latex é conhecido por possuir propriedade antiescorpiénica e
antiofidica, purgativo, (quando ingerido em alta concentragc&o), antiinflamatorios,
antiespasmodico, antibacteriano, antiviral, expectorante, fungicida, antineoplasico,
tratamento de verrugas, por uso topico (SANTOS, 2013). Na india, a e. tirucalli € uma
planta comum na maioria dos lares e tradicionalmente usada no tratamento de asma,
hidropsia, hanseniase, enfermidades biliares, leucorréia, dispepsia, ictericia, cdlicas,
tumores (MWINE 2011).

No Brasil é utilizada empiricamente pela populacédo, 0 que despertou o
interesse dos cientistas sobre seus efeitos curativos. Em 1968 o médico nordestino Lauro
Neiva utilizou o latex diluido em agua (6 gotas em 2 litros tomados em trés dias) em seus
pacientes como adjuvante no tratamento de diversos males como céancer e doenca de
chagas obtendo éxito, o que levou-o a realizar esta pratica por varios anos.
Posteriormente escreveu o livro denominado “A cura do cancer pelo Avel6z”.
(VARRICCHIO, 2008 ). A planta tem sido utilizada e documentada também dentro do
campo da homeopatia, onde diluicbes de aveloz tem sido utilizadas como terapia

complementar em diversas ocasidoes, incluindo tratamentos de neoplasias,
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imunodeficiéncias relacionadas a virus. Algumas propriedades biolégicas de E. tirucalli

foram confirmadas como por exemplo larvicida, moluscicida, bactericida e anti-herpes.
(VARRICCHIO, 2008 )Essas atividades podem estar relacionadas com a presenca de
fitosterois e terpenos (SAUAIA FILHO, 2013). Algumas pesquisas foram desenvolvidas

para avaliar os efeitos terapéuticos do Aveloz (QUADRO 1)

Quando se trata de neoplasias, as informac6es sdo contraditorias: a0 mesmo
tempo aparece como utilizada contra o cancer (epiteliomas, sarcomas, etc.), bem como
pro-cancerigeno (linfoma de Burkitt). A ingestao de altas doses do latex diluido em agua
pode causar vasoconstricdo, hipoxia tecidual e alteracbes na coagulagdo sanguinea
devido a ativagdo na producéao de plaquetas e formacgao de trombos, e a longo prazo levar
a danos hepaticos (VARRICCHIO, 2008 ).

Além disso, pode provocar reac¢des de toxicidade aguda, como contor¢coes
abdominais, diarréia e ate mesmo estiramento muscular. Devido a estas caracteristicas, €
considerada por varios autores como planta téxica (VARRICCHIO, 2008 ; LORENZIi &
MATQOS, 2008) sendo também catalogada no Programa Nacional de Informacbes sobre
Plantas Téxicas da fundagcao Oswaldo Cruz (FOC, 2010).

Os efeitos toxicoldgicos foram pouco estudados. Estudos feitos por Varricchio
et al (2008) demonstraram que camundongos tratados com uma gota de latex em solucéo
aquosa por 18 semanas teve aumento significativo (p<0,05) do tamanho do baco em
relacdo ao grupo controle (agua destilada).Mesmo com sua alta toxicidade, existem
relatos da sua utilizacao terapéutica datados da idade média em herbarios e farmacopéias
africanas e de varios paises europeus. (VARRICCHIO, 2008). Estudo realizados em
embrides de ratas nos primeiros dias p6s-coito foram bem estudados por Silva e Faria
(2007). Neste cenério, os autores compararam grupos né&o tratado (dgua destilada) e
tratado (solucdo aquosa de latex) e concluiram que, fora a leucopenia e o aumento do
peso placentario (provavel alteracdo na morfologia placentaria) no grupo tratado, néo
houve interferéncias no desenvolvimento ou implantacdo dos embribes quando

comparado ao grupo nao tratado.

Além das propriedades terapéuticas, a Euphorbia tirucalli |. possui na

composicao de seu latex hidrocarbonetos “petroleo-like”, como terpendides, cuja clivagem
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de alto rendimento resulta no octano da gasolina. Atualmente esta sendo estudada como

alternativa de combustivel utilizando o éleo extraido do latex, podendo dessa forma ser
utilizada como fonte de energia com potencial como biocombustivel.(TOFANELLI, 2011)
(HASTILESTARI, 2013).

A composicao quimica das diferentes partes da planta que tem sido
extensivamente estudada e uma variedade de compostos quimicos tem sido isolados a
partir deles. O latex € constituido principalmente por hidrocarbonetos terpénicos, aldeidos,
latex, goma tirucalli, resina, diterpenos do tipo tigliano (ésteres de phorbol) e ingenano
(ésteres de ingenol) . Atualmente, as substancias de maior interesse farmacoldgico sao os
diterpenos do tipo tigliano (ésteres de phorbol) para carater toxicologico, os diterpenos do
tipo ingenano (ésteres de ingenol) e o triterpeno eufol com carater terapéutico (CASEIRO
et al, 2006).

O latex da Euphorbia tirucalli I. € rico em terpenos, como os ésteres de phorbol,
euphol e ingendis, e flavonodides. Os ésteres de phorbol com nucleo tigliano presentes na
planta sdo considerados responsaveis pela alta toxicidade (VARRICCHIO, 2008 ) e tem
sido documentados clinicamente como promotores de tumores. Porém, os diterpenos com
nacleo ingenano (ingendis) presentes na constituicdo do latex possuem acao
anticancerigena, mostrando significativa inibicdo da ativacdo da proteina quinase C,
resultando num efeito antiproliferativo e apoptdtico em varias células cancerigenas
humanas. O triterpeno euphol por sua vez, possui comprovada acdo antiinflamatoria e
antiviral. Os flavonbides possuem varias acdes terapéuticas, dentre elas a acéo
antiinflamatéria e antioxidante, promovendo efeito quimioprotetor contra doengcas como
cancer.(VARRICCHIO, 2008) O latex possui também polimeros de hidrocarbonetos que
séo usados para a fabricagcdo de substitutos de borracha, cola e adesivos a baixo custo
(MWINE, 2011).

QUADRO 1 - ARTIGOS RELACIONADOS AS EFEITOS TERAPEUTICOS DA

Euphorbia tirucalli

Uso medicinal Tipo da acédo Referéncia

Avaliacédo do potencial genotdxico e
mutagénico de solucgdes fitoterapicas e Acéao cancerigena/ anticancerigena Paiva et al, 2011
homeopaticas de E. tirucalli.
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E. tirucallicomo um possivel co-fator em
linfoma de Burkitt endémico

Atividade cancerigena/ anticancerigena

Manucci, Luizi e Carugi et al, 2012

Altas diluicdes de E tirucalli modificam a
viabilidade e o metabolismo de células
tumorais

Acéo cancerigena/ anticancerigena

Aquino, Barbosa e Barbosa et al, 2008

Analise in vitro da atividade de altas
diluicdes de E. tirucalliem células de

melanoma humano

Acéo cancerigena/ anticancerigena

Da Silva e Teixeira et al, 2011

Efeito antimutagénico do latex de E.
tirucalli em fungos Aspergillus nidulans

Acéao cancerigena/ anticancerigena

Rezende et al, 2004

Triterpeno eufol de E. tirucalli inibe
seletivamente o crescimento de células
gastricas cancerosas

Acéo cancerigena/ anticancerigena

Lin e Lin et al, 2012

E. tirucallimodula a mielopoiese e
aumenta a resisténcia de ratos
portadores de tumores

Acéo cancerigena/ anticancerigena

Valadares et al, 2006

Extrato da plantas como potenciais
larvicidas de mosquitos

Acéo antibiolégica

Ghosh, Chowdhury e Chandra, 2012

Avaliagéo da atividade moluscicida
terrestre pelo latex de Euphorbia

Acéo antibiologica

Afonso-Neto, Bessa e Soares et al, 2010

Atividade larvicida do latex e da casca do
caule contra mosquitos Culex
quinquefasciatus

Acédo antibiologica

Yadav et al, 2002

Atividade moluscicida em B. glabrata
(molusco aquatico)

Acéo antibiologica

Jurberg, Cabral Neto e Schall, 1985

Reativagéo da laténcia de virus HIV por
ésteres isolados de E. tirucalli

Acéo pro-viral

Delvecchio et al, 2012

Reativagéo da laténcia do HIV por um

novo derivado do ingenol

Acéo pro-viral

Jiang et al, 2014

O duplo papel do novo ingenol derivado

de E. tirucalli na replicagéo do HIV

Acéo pro-viral

Abreu et al, 2014

Cicatrizag@o gastrica em ratos com o uso
de extrato da E. tirucalli

Acéo cicatrizante

Santos, 2013

Avaliacao do extrato bruto de E. tirucalli
no processo de cicatrizagao de feridas
cutaneas em ratos

Acéo cicatrizante

Sauaia Filho et al, 2013

Eficacia da E. tirucalli para atividade
microbicida humana

Acéo antimicrobiana

Prasad, Swapna e Prasad, 2011

Atividade hepatoprotetora e antioxidante
da E. tirucalli

Acéo hepatoprotetora e antioxidante

Jyothi et al, 2008

Tratamento preventivo e terapéutico com
triterpeno de E. tirucalli em colite

experimental em ratos

Acéo anticolite

Dutra , Claudino e Bento et al, 2011

Atividade antiartrite de fragao
biopolimérica de E. tirucalli

Acéo antiartrite

Bani et al, 2006

Propriedade pro-inflamatérias do latex de
E. tirucalli

Acéo pro-inflamatéria

Santana e Gennari-Cardoso et al, 2014
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3 - MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental do Maranhao
(LACEMA), localizado no Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA) - Unidade Materno Infantil, no Laboratério de Produtos Naturais (LPN) do
Departamento de Quimica da UFMA e no Laboratério de Biotecnologia e Biologia
Molecular da Universidade Estadual do Ceara (UECE).

A pesquisa foi aprovada pela Comiss&o de Etica e Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Maranhdo (ANEXO 1,2)

Obedeceu-se ainda a Nomina Anatomica Veterinaria, do International
Committee on Veterinary Gross Anatomical Nomenclature (2012), os Principios Eticos
preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e
as Normas da Legislacao Brasileira de Animais de Experimentacao, Lei Sérgio Arouca n°
11.794/2008.

Esta pesquisa ndo apresenta conflitos de interesse.

3.1 PREPARO DO EXTRATO

3.1.1 AVELOZ (Euphoria tirucalli)

O extrato bruto e o fracionamento do Aveloz foram preparados no Laboratério
de Produtos Naturais (LPN) do Departamento de Quimica do Centro de Ciéncias Exatas e
Tecnologia da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA), a partir do caule da parte
aérea de uma Unica arvore adulta, colhida durante o més de abril de 2017, no campus da

Universidade Federal do Maranh&o, municipio de Sao Luis, Estado do Maranhéo.

Durante o processo extracdo, obtivemos as fracbes especificas: Hexano,

Acetato de etila, Cloroformio, Metanol, Hidroalcodlico e Aquoso. Iniciou-se a extracado com
hexano a partir de 250g do pé do material vegetal. Avaliou-se por coluna espectroscopia
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de coluna os componentes. As fragcbes aprasentaram uma coloragdo verde nos extratos

acetato de etila, metanol e hidroalcodlico.

3.2 AMOSTRA DOS ANIMAIS

Foram utilizados 90 ratos (Rattus novergicus albinus, Rodentia mammalia), da
linhagem Wistar, machos, idade aproxima de 4-6 meses, com peso variando entre 140 e
200g no inicio do experimento, procedentes do Biotério da Universidade Federal do
Maranhéao (UFMA)

3.3 AMBIENTACAO

Foram distribuidos cinco animais em cada gaiola de polipropileno com tampa
de grade metaélica inoxidavel, medindo 46 cm x 31cm x 16 cm, com fundo protegido por
maravalha, em condicdes de temperatura e umidade adequadas e ciclos circadianos
claro-escuro de 12 horas. Os animais tinham livre acesso a agua e racao padréo para
ratos (Purina® Labina). Instituiu-se periodo de aclimacédo durante sete dias antes dos

procedimentos.

3.4 DESCRICAO DOS GRUPOS DE ESTUDO

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 6 grupos de 15 ratos: Grupo
Aveloz Bruto (GAB), Grupo Aveloz Metandlico (GAM) Grupo Aveloz Aguoso (GAA) Grupo
Aveloz Hexanico (GAH) Grupo Aveloz Cloroférmio (GAC) e um Grupo Controle (GC). Os
grupos foram duvididos em 3 subgrupos de 5 animais assim denominados: subgrupo 3, 7
e 14 de acordo com os dias de morte (3, 7 e 14 dias). Os animais de cada grupo foram

tratados com suspensao do extrato de cada grupo correspondente

3.5 PRE-OPERATORIO
Antes da inducé&o anestésica, cada animal foi pesado em balanga eletronica

digital (MARTE®, modelo A500, 110-200, Industria Brasileira) e identificados por caneta de

marcacao tipo Sharpie da marca MARKER® através das cores: vermelho, preto, verde,
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azul, sendo que em um animal n&do houve marcacgao, todas realizadas no tergco proximal

da cauda (marcacgao serviu para identificar os animais de cada subgrupo)

3.6 ANESTESIA

Os animais foram submetidos a anestesia intramuscular pela associagao de
75mg/Kg de Vetanarcol® (cloridrato de quetamina a 5%) com 10mg/Kg de Kensol®
(cloridrato de xilazina a 2%). Os animais foram considerados anestesiados quando se
apresentavam imoveis, com reflexos interdigitais e corneanos abolidos, respiracdo normal
e extremidades rosadas de acordo com o procedimento proposto por White, Johnston e
Eger (1974).

3.7 TECNICA OPERATORIA

ApGs obtencao do plano anestésico, os ratos foram posicionados em decubito
ventral sobre prancha operatoria que permitiu a fixacdo dos membros anteriores e
posteriores com fitas adesivas. Realizou-se epilacéo na regido dorsocostal, em area de 24
cm? (6 cm de comprimento x 4 cm de largura), localizada caudalmente a uma linha

imaginaria que passa pelos membros anteriores.

Foi utilizado punch metalico de 2 cm de didmetro (FIGURA 1) por rotacéo de
sua borda cortante no centro da area epilada para demarcacdo na pele de cada
rato.Inicialmente foi feita incisdo de 0,5 cm, com bisturi lamina n°® 15 da marca BD®,
através da qual, com tesoura e pin¢a de dissec¢ao anatdmica realizou-se resseccao de
segmento de pele circular, seguindo a demarcacéo do punch, aprofundando-se a inciséo
até expor a fascia muscular dorsal. A hemostasia foi realizada por compresséo com gaze.
(FIGURA 2 e 3)

Concluida hemostasia, foram realizadas as primeiras administragdes tdpicas,
nas feridas operatérias cruentas. No GC, aplicou-se o volume de solugdo salina 0,9%
correspondente ao maior volume aplicado das fracées e cada grupo especifico recebeu

dose especifica padréo. (FIGURA 4)
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FIGURA 1 — DEMARCADOR(PUNCH) METALICO FIGURA 2- MARCACAO DA PELE

FIGURA 3- RETIRADA DA PELE NO DORSO DO FIGURA 4 - APLICAQAO DO EXTRATO NA
RATO FERIDA OPERATORIA

3.8 RECUPERACAO ANESTESICA
ApGs os procedimentos cirurgicos e realizadas as primeiras aplicagdes tdpicas

os animais foram colocado em gaiola individual até completa recuperacdo dos

movimentos. Logo apds o procedimento cirlrgico os animais receberam Dipirona na dose
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de 25mg/kg, segundo Imagawa (2006), por via intramuscular no membro posterior

contralateral a aplicacéo do anestésico.
3.9 POS-OPERATORIO

Os animais foram mantidos nas mesmas condi¢cdes pré-operatéria em gaiolas
identificadas com etiquetas adesivas constando o grupo, o subgrupo e o dia do ato

operatoério, com livre acesso a ragao e agua.

Diariamente, no periodo vespertino, os animais foram examinados com énfase
a movimentacdo esponténea e estimulada, sinais sugestivos de infeccdo (exsudato

purulento ou sinais logisticos peri-lesional) e comprometimento do estado geral.
3.10 APLICACAO POS-OPERATORIA DOS EXTRATOS

As substancias foram aplicadas diariamente em cada animal de acordo com
seu grupo designado até o dia anterior a sua morte. Os ratos foram contidos
manualmente pela cauda, sobre a grade metalica da gaiola, para administracédo topica do

fitoterapico e da solugéo salina nas feridas operatorias.
3.11 MORTE DOS ANIMAIS

Os animais foram sacrificados através da aplicacdo de superdosagem (quatro
vezes o0 valor da dose anestésica), por via intramuscular, de Vetanarcol® e Kensol® nos
dias previamente estabelecidos (3°, 7° e 14° dia), conforme Comité Internacional de

Cuidados ao uso de Animais.
3.12 AVALIAGAO MACROSCOPICA

Na analise macroscopica das feridas operatérias foram verificadas as ocorréncias
de hemorragia (sim ou nao), presenca e extensao de crostas (ausente, parcial ou total),
presenca de secrecdo (sim ou nao) e a reepitelizagcdo (ausente, parcial ou completa),
constando em ficha protocolo (APENDICE 1). Estes dados foram comparados entre os

grupos nos dias pré-determinados para estudo (3, 7 e 14).
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3.13 PLANIMETRIA DIGITAL

Antes da morte, todos os ratos foram pesados em balanca eletrénica digital. Apos
morto, cada animal foi colocado sobre prancha cirurgica e teve a leséo fotografada por
camera digital (Sony Cyber-shot DSC-H55® 14.1 megapixels), mantida em tripé a uma
distancia constante de 34 cm, com aproximagao de 1,3x e resolugcdo de 1280 x 960
pontos. Este procedimento visou obter imagens para avaliar a retragdo cicatricial por
planimetria digital através do programa de computador AufoCad® 2013.A imagem
(fotografia digital) foi importada para o programa de computador AutoCaad® 2013, no qual

realizou-se delimitac&o da area na periferia da ferida (poliline)

3.14 AVALIACAO MICROSCOPICA (HISTOLOGICA)

Cada ferida cirurgica foi dissecada com margem de 1cm de pele integra em torno
da les&o, com profundidade até a musculatura dorsal do animal. Cada pecga cirirgica
dissecada (0,5 cm de espessura x 3 cm de diametro) foi retirada, fixada por alfinete em
uma placa de isopor (com a face muscular mantida em contato com esta placa) e
colocada em recipiente plastico com formaldeido a 10% para entdo ser destinada a

andlise histologica.

As pecas foram processadas histologicamente por método convencional. Foram
realizadas coloragcbes histolégicas por Hematoxilina-Eosina (HE) para analisar
morfologicamente os tecidos, e Tricbmico de Masson (TM) e Picrosirius Red (PR), para
estudo das fibras colagenas. As laminas foram montadas com entellan e laminula, e
examinadas em microscépio 6ptico (Modelo BX 41®, Olympus, Japan), com ocular de 10X
e utilizacdo das objetivas planas de 10X, 20X e de 40X. Foram obtidas fotomicrografias
através de camera digital (Modelo DP 21®, Olympus, Japan), depois arquivadas em

computador.

Para andlise da densidade dos colagenos jovens e maduros na microscopia
Optica em laminas coradas por PR foi utilizada lente de luz polarizada (U-POT®, Olympus,

Japan).Nas observagbes de microscopia Optica, foram avaliados os seguintes parametros:
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células polimorfonucleares, células mononucleares, proliferacdo vascular, proliferacéo

fibroblastica, fibras colagenas (colageinizacdo) e reepitelizagcéo.

Foram adotados escores para quantificar as variaveis de acordo com a
intensidade: para células polimorfonucleares, células mononucleares, proliferacao
vascular, proliferacao fibroblastica e fibras coladgenas foram atribuidas 4 graduacdes:
ausente, discreta, moderada e acentuada; para reepitelizacdo, foram atribuidas 3

graduacdes: ausente, parcial e completa (APENDICE 2).

Foi adotada a classificacdo do processo inflamatério em agudo e crénico; o
infiltrado neutrofilico, edema intersticial e congestao vascular constituiram os indicadores
do processo inflamatdrio agudo, correspondendo a fase I, ou inflamatéria do processo
cicatricial, enquanto que a presenca de proliferagdo vascular, infiltrado mononuclear,
proliferacado fibroblastica, fibrose (colagenizacédo) e constituiram os indicadores de
processo inflamatério crénico, correspondendo a fase Il, ou proliferativa do processo

cicatricial e a reepitalizacdo encerrando a fase reparadora (fase IlI).

As laminas coradas por PR foram utilizadas para diferenciar as densidades de
colagenos jovens (tipo lll) e colagenos maduros (tipo 1). As variaveis foram quantificadas
como ausente, discreta (<25%), moderada (25-50%), intensa (50-75%) e acentuada
(>75%) (APENDICE 3).

3.15 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados por meio do programa estatistico IBM SPSS
Statistics® 20.0 (2011). Inicialmente as variaveis numéricas(peso inicial, peso final e
morfométricas) foram avaliadas através do teste de normalidade de Shapiro Wilk, e foi
verificado que somente as variaveis pesos inicial e final tiveram distribuicao normal. Por
isso, essas variaveis foram avaliadas em relacdo ao efeito do grupo e dos dias dentro de
cada grupo através da analise de variancia (ANOVA) e do teste post hoc de Tukey. Nas
demais variaveis numéricas e nas histologicas (crostas, células polimorfonucleares,

células mononucleares,proliferagcao fibroblastica, fibras colagenas, reepitelizacao e
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picrosirius red), o efeito do grupo (intergrupos) foram avaliado pelo teste ndo paramétrico

de Kruskal Wallis e do teste post hoc de Dunn. E o efeito dos dias dentro de cada grupo
foi avaliada através do teste ndo paramétrico de Friedman. Em todos os testes o nivel de

significancia (a) foi de 5%, ou seja, foi considerado significante quando p < 0,05.
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4 - RESULTADOS

Quanto a observacgao clinica dos animais, afirmamos que ndo foram notadas
nenhuma espécie de discrepancia, nos dias subseqlientes ao procedimento cirargico
inicial, entre os animais pertencentes aos grupos, afirmando-se ter sido preenchida ficha
protocolo de observacao clinica (Apéndice 1) diariamente e pelo mesmo observador.
Portanto, todos os animais evoluiram com aceitacdo da dieta, auséncia de infeccéo de
ferida operatoria, auséncia de secrecdo e boa evolugdo clinica. Os animais nao
apresentaram variacdo ponderal significativa, corroborado pela mensuracao diaria (n&o

excedendo 1 g por dia entre a primeira e a ultima pesagem).

4.1 - AVALIACAO MACROSCOPICA

Néo foi verificado a presenca de hemorragia ou exsudato nas feridas

operatorias em nenhum dos grupos avaliados. ( TABELA 1)

TABELA 1 - PRESENCA DE HEMORRAGIA E EXSUDATO

Hemorragia e Exsudato

Dia GC GAB GAH GAA GAM GACL
3 N N N N N N
7 N N N N N N
14 N N N N N N

Legenda: GC.:Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metanélico; GACL.: Grupo Aveloz Cloroformio.N: Ausente S: Presente

Na andlise estatistica das avaliagbes macroscépicas ocorreram alteragdes
significantes entre os grupos nos 3° DPO (p=0,033) e 7° DPO (p=0,032) em relacao as
crostas, favorecendo melhor cicatrizacdo o GAB, GAH, GAA e GACL em relacdo ao GC.
O GACL e o GC nao diferiram estatisticamente entre si na analise do 3° DPO. No entanto,
no 14° DPO, constatou-se que o os demais grupos diferiram significativamente
comparado ao GC, porém, ndao houve diferenca significante entre estes ultimos.(TABELA
2)
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Quanto a analise das crostas intragrupos, ou seja, analise dentro de um grupo

avaliando-o nos 3°, 7° e 14° DPO, houve diferenca significante em todos os grupos. Foi
verificado que no GAB e GAA houve diferenga significante entre o 7° e 14° dias.
(FIGURAS 5 e 6)

TABELA 2 — ANALISE DAS CROSTAS INTERGRUPOS

Crostas
Dia GC GAB GAH GAA GAM GACL P
3 P (a) T (b) T (b) T (b) P (a) P/T (a) 0,033
7 P (a) T (b) T (b) P/T(b) T (b) T (b) 0,032
14 P (a) P (a) P/T (a) P (a) P/T (a) T (a) 0,127

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metanélico; GACL.: Grupo Aveloz Cloroférmio. P:Parcial ; T:Total
Teste de Kruskal Wallis

Legenda: Letras diferentes (a, b,) significa p<0,05

FIGURA 5 - ANIMAL DO GAB14 - CROSTA TOTAL FIGURA 6 - ANIMAL DO GAA14- CROSTA TOTAL
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TABELA 3 — ANALISE DAS CROSTAS INTRAGRUPOS

Crostas
Dia GC GAB GAH GAA GAM GACL
3 P (a) T (a) T (a) T (a) P (a) P/T (a)
7 P (a) T (a) T (a) P/T (a) T (a) T (a)
14 P (b) P (b) P/T (b) P (b) P/T (b) T (b)
P 0,015 0,013 0,022 0,003 0,025 0,034

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metandlico; GACL.: Grupo Aveloz Clorof6rmio. P:Parcial ; T:Total
Teste de Kruskal Wallis

Legenda: Letras diferentes (a, b,) significa p<0,05

Quanto a reepitelizacdo, ndo houve significAncia na andlise intergrupos
(TABELA 4). Na analise intragrupos houve significancia nos GAB e GAA (TABELA 5)

TABELA 4 - PRESENCA DE REEPTELIZACAO INTERGRUPOS

Reepitelizacao

Dia GC GAB GAH GAA GAM GACL P
3 P (a) P (a) P (a) P (a) P (a) P (a) 0,073
7 P (a) P (a) P (a) P (a) P (a) P (a) 0,067
14 P (a) P/C (a) P (a) C (a) C (a) P (a) 0,223

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metandlico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroférmio.P:Parcial ; C:Completa
Teste de Kruskal Wallis

Legenda: Letras diferentes (a, b,) significa p<0,05

TABELA 5 — PRESENCA DE REEPTELIZACAO INTRAGRUPOS

Reepitelizacao

Dia GC GAB GAH GAA GAM GACL
3 P (a) P (a) P (a) P (a) P (a) P (a)
7 P (a) P (b) P (b) P (b) P (a) P (a)
14 P (a) P/C (c) P (a) C(c) C (a) P (a)
p 0,135 0,013 0,077 0,001 0,062 0,063

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metanélico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroférmio.P:Parcial ; C:Completa
Teste de Kruskal Wallis

Legenda: Letras diferentes (a, b, ¢ ) significa p<0,05
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4.2 PLANIMETRIA DIGITAL

A analise estatistica evidenciou que ndo ocorreu diferenca intergrupos nos dias 3

e e 7 de DPO, entretanto houve diferenca significante no 14 DPO nos grupos GAB, GAH,

GAA e néo ocorreu no grupos GAM e GACL. Verificou-se que o GAA apresentou a menor

area média, seguido do GAB.(TABELA 6). Quando analisado intragrupo ocorreu diferenca
nos grupos GAA, GAH, GAB e GCL (TABELA 7)

TABELA 6- ANALISE DAS AREAS MEDIAS (cm2) INTERGRUPOS

Areas Médias

Dia GC GAB GAH GAM P
3 075(a) 065(a) 068(a) 0,64 (a) 0,59 (a) 0,022
7 055(a) 043(b) 047(a) 0,49 (b) 0,37 (a) 0,034
14 021(a) 014() 019(a) 0,12(c) 0,19 (a) 0,003

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo

Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metandlico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroférmio.
Teste de Kruskal Wallis
Legenda: Letras diferentes (a, b, ¢) significa p<0,05

TABELA 7 — ANALISE DAS AREAS MEDIAS (cm?) INTRAGRUPOS

Crostas
Dia GC GAB GAH GAA GAM GACL
3 0,75 (a) 0,65 (a) 0,68 (a) 0,64 (a) 0,59 (a) 0.8 (a)
7 0,55 (a) 0,43 (a) 0,47 (a) 0,49 (b) 0,37 (a) 0,57 (a)
14 0,29 (a) 0,14 (b) 0,19 (b) 0,12 (c) 0,19 (a) 0,2 (b)
p 0,032 0,002 0,017 0,015 0,072 0,047

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metandlico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroférmio. P:Parcial ; T:Total

Teste de Kruskal Wallis
Legenda: Letras diferentes (a, b, ¢) significa p<0,05
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4.3 AVALIACAO MICROSCOPICA

Foram analisadas as variaveis células polimorfonucleares, células
mononucleares, proliferacdo vascular (angiogénese), proliferacado fibroblastica, fibras

coldgenas (colageinizacao) e reepitelizacdo (HE e TM) e a densidade de colageno (PR).

Na andlise histolégica intergrupos, no 3° DPO, foram observadas diferencas
significantes nas varidveis polimorfonucleares e mononucleares proliferacdo vascular
(angiogénese), proliferacao fibroblastica. Nao foram observadas diferencas na variaveis
fibras colagens nem reepiteliacao. Na analise no 7° DPO em somente a variavel
reepitelizacao ndo apresentou diferenca significativa. Na andlise do 14 dias também
houve difenreca em todas as variveis. (TABELA 8, 9 e 10). Na analise dos dias no GC,
GAB, GAA observou-se que houve diferencgas significantes em todos os dias em relagéo a
presengca de mononucleares e polimorfonucleares, proliferagdo de fibras colagenas e
reepitelizacao, evidenciando que nao houve retardo nas fases de cicatrizagdo. Quanto ao
GAA, houve diferencas significantes quanto a proliferagcdo vascular, presenca de
mononucleares e polimorfonucleares, fibras colagenas e reepitelizagdo, mostrando um

retardo na cicatrizagao no aspecto de reepitelizagao (TABELA 10).

TABELA 8 - COMPARACAO HISTOLOGICA INTERGRUPOS - 3 DIAS POS-OPERATORIOS

Analise histolégica

Dia GC GAB GAH GAA GAM  GACL
Polimorfonucleares M (a) D (b) M (a) D (b) M (a) D (a) 0,023
Mononucleares D (a) M (a) D (a) M (b) D (a) M (a) 0,034
Prolif. Vascular M(a) D(b) D (a) M (b) D (b) M (a) 0,012
Prolif. Fibroblastica D@ D(a) D (a) D (a) D (a) D() 0074
Fibras Colagenas D (a) D (a) D (a) D (a) D (a) D (a) 0,112
Reepitelizagcdo P (a) P (a) P (a) P (a) P (a) P (a) 0,125

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metandlico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroférmio. A:Acentuado. D:Discreto
M:Moderado AU:Ausente P:Parcial C: Completo

Teste de Kruskal Wallis

Legenda: Letras diferentes (a, b, ¢) significa p<0,05
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TABELA 9 - COMPARAGAO HISTOLOGICA INTERGRUPOS - 7 DIAS POS-OPERATORIOS

Analise histolégica

Dia GC GAB GAH GAA GAM GACL
Polimorfonucleares M@  M(b) M (a) M (b) M (a) M (a) 0,028
Mononucleares D (a) M (b) D (b) M (b) M (a) M (a) 0,012
Prolif. Vascular D (a) M (a) M (a) M (b) M (a) M (a) 0,018
Prolif. Fibroblastica D@ D(a) D (a) D (b) D (b) D (a) 0,016
Fibras Colagenas D@ D(b) D (b) D (b) D (a) D() 0,023
Reepitelizacao P (a) P (a) P (a) P (a) P (a) P (a) 0,219

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metandlico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroférmio. A:Acentuado. D:Discreto
M:Moderado AU:Ausente P:Parcial C: Completo

Teste de Kruskal Wallis

Legenda: Letras diferentes (a, b, ¢) significa p<0,05

TABELA 10- COMPARACAO HISTOLOGICA INTERGRUPOS - 14 DIAS POS-OPERATORIOS

Analise histolégica

Dia GC GAB GAH GAA GAM GACL
Polimorfonucleares D (a) D (b) D (a) D (c) D (a) D (a) 0,002
Mononucleares D@ M(b) D (a) M (b) M (b) M (a) 0,001
Prolif. Vascular D (a) M (b) M (a) M (b) M (b) M (a) 0,018
Prolif. Fibroblastica M@ M (b) M (a) M (b) M (a) M (a) 0,017
Fibras Colagenas D@ M) D (b) M (b) D (a) D (a) 0,025
Reepitelizacao P (a) P (b) P (a) P (b) P (a) P (a) 0,023

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metandlico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroférmio. A:Acentuado. D:Discreto
M:Moderado AU:Ausente P:Parcial C: Completo

Teste de Kruskal Wallis

Legenda: Letras diferentes (a, b, ¢) significa p<0,05

A densidade do colageno jovem (tipo Ill) mostrou-se moderada (>65%) em todos
0s grupos a partir do 7 DPO, porém nao revelou diferengas significantes dentro deste
intervalo de tempo. Em relagdo ao colageno maduro (tipo 1), a densidade em todo o
periodo estudado também mostrou-se moderada. No entanto, do 14° no grupo GAB e
GAA mostrou densidade intensa do colageno maduro com diferengas significantes
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(TABELA 11).

TABELA 11 - ANALISE DOS COLAGENOS INTERGRUPOS

Colageno
Dia GC GAB GAH GAA GAM GACL p
Tipo lll - 3 dias D (a) D (a) D (a) M( a) D (a) D (a) 0,856
Tipo | - 3 dias D (a) D (a) D (a) D (a) D (a) D (a) 0,756
Tipo lll - 7 dias M(a) M (a) M (a) M (a) M (a) M (a) 0,435
Tipo | - 7 dias M (a) M (a) M (a) M (a) M (a) M (a) 0,065
Tipo llI- 14 dias M (a) M (a) M (a) I (a) M (a) M (b) 0,076
Tipo | - 14 dias M (a) | (b) M (a) I (c) M (a) M (a) 0,029

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metandlico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroférmio. A:Acentuado. D:Discreto
M:Moderado l:Intenso

Teste de Kruskal Wallis

Legenda: Letras diferentes (a, b) significa p<0,05

Na analise intragrupo do GC sé foram demonstradas diferengas significantes
no que diz respeito aos polimorfonucleares. (TABELA 11) Na analise intramuros nao foram
observadas diferencas significantes no que se refere a proliferacdo fibroblastica em
nenhum dos grupos estudados. Na analise intragrupo GAA somente a variavel
proliferacdo fibroblastica ndo demonstrou diferencas. As demais variacbes sao
demonstradas abaixo (TABELA 12-16)
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TABELA 12— COMPARAGCAO HISTOLOGICA INTRAGRUPOS - GC - 3, 7, 14 DIAS POS-OPERATORIO

Analise
histolégica
Dia GC3 GC7 GC14 p
Polimorfonucleares M (a) M (b) D (b) 0,018
Mononucleares D (a) D (a) D (a) 0,045
Prolif. Vascular M (a) D (a) D (a) 0,079
Prolif. Fibroblastica D (a) D (a) M (a) 0,085
Fibras Colagenas D (a) D (a) D (a) 0,037
Reepitelizagcao P (a) P (a) P (a) 0,037

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metanolico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroformio. A:Acentuado. D:Discreto
M:Moderado AU:Ausente P:Parcial C: Completo

Teste de Kruskal Wallis

Legenda: Letras diferentes (a, b, ¢) significa p<0,05

TABELA 13- COMPARACAO HISTOLOGICA INTRAGRUPOS - GAB - 3,7,14 DIAS POS-OPERATORIOS

Analise
histolégica
Dia GAB3 GAB7 GAH14 P
Polimorfonucleares M (a) D (b) D (b) 0,001
Mononucleares D (a) D (b) M (a) 0,023
Prolif. Vascular D (a) M (a) M (a) 0,076
Prolif. Fibroblastica D (a) D (a) M (a) 0,087
Fibras Colagenas D (a) D (a) M (b) 0,023
Reepitelizacao P (a) P (a) P (a) 0,008

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metanélico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroférmio. A:Acentuado. D:Discreto
M:Moderado AU:Ausente P:Parcial C: Completo

Teste de Kruskal Wallis

Legenda: Letras diferentes (a, b, ¢) significa p<0,05
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TABELA 14- COMPARACAO HISTOLOGICA INTRAGRUPOS — GAH -3,7 ,14 DIAS POS-OPERATORIOS

Analise
histolégica
Dia GAH3 GAH7 GAH14 P
Polimorfonucleares M (a) M (a) D (a) 0,056
Mononucleares D (a) D (b) D (b) 0,018
Prolif. Vascular D (a) M (b) M (b) 0,034
Prolif. Fibroblastica D (a) D (b) M (a) 0,074
Fibras Colagenas D (a) D (b) D (b) 0,024
Reepitelizacao P (a) P (a) P (a) 0,002

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metanolico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroformio. A:Acentuado. D:Discreto
M:Moderado AU:Ausente P:Parcial C: Completo

Teste de Kruskal Wallis

Legenda: Letras diferentes (a, b, ¢) significa p<0,05

TABELA 15- COMPARACAO HISTOLOGICA INTRAGRUPOS - GAA - 3,7,14 DIAS POS-OPERATORIOS

Analise
histolégica

Dia GAA3 GAA7 GAA14
Polimorfonucleares D (a) M (b) D (b) 0,001
Mononucleares M (a) M (b) M (a) 0,015
Prolif. Vascular M (a) M (b) M (c) 0,046
Prolif. Fibroblastica D (a) D (a) M (a) 0,057
Fibras Colagenas D (a) D (b) M (a) 0,023
Reepitelizacao P (a) P (a) P (b) 0,003

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metandlico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroférmio. A:Acentuado. D:Discreto
M:Moderado AU:Ausente P:Parcial C: Completo

Teste de Kruskal Wallis

Legenda: Letras diferentes (a, b, ¢) significa p<0,05
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TABELA 16 — COMPARAGAO HISTOLOGICA INTRAGRUPOS — GAM -3,7,14 DIAS POS-OPERATORIOS

Analise
histolégica
Dia GAM3 GAM7 GAM14 p
Polimorfonucleares M (a) M (a) D (b) 0,001
Mononucleares D (a) M (a) M (a) 0,058
Prolif. Vascular D (a) M (a) M (a) 0,60
Prolif. Fibroblastica D (a) D (a) M (a) 0,054
Fibras Colagenas D (a) D (b) D (b) 0,002
Reepitelizacao P (a) P (a) P (b) 0,003

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metanolico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroformio. A:Acentuado. D:Discreto
M:Moderado AU:Ausente P:Parcial C: Completo

Teste de Kruskal Wallis
Legenda: Letras diferentes (a, b, ¢) significa p<0,05

TABELA 17- COMPARACAO HISTOLOGICA INTRAGRUPOS - GACL-3,7,14 DIAS POS-OPERATORIOS

Andlise
histolégica
Dia GACL3 GACL7 GCL14 P
Polimorfonucleares D (a) M (a) D (a) 0,067
Mononucleares M (a) M (a) M (b) 0,015
Prolif. Vascular M (a) M (a) M (a) 0,078
Prolif. Fibroblastica D (a) D (a) M (a) 0,067
Fibras Colagenas D (a) D (b) D (b) 0,001
Reepitelizacao P (a) P (a) P (b) 0,002

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metanélico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroférmio. A:Acentuado. D:Discreto
M:Moderado AU:Ausente P:Parcial C: Completo

Teste de Kruskal Wallis
Legenda: Letras diferentes (a, b, ¢) significa p<0,05

Em relacdo a densidade de colageno na analise intragrupo somente o colageno

maduro (tipo 1) apresentou diferencgas significantes, e, ainda, somente no GAB e GAA

entre no 14° dia (TABELA 18).
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FIGURA 7 - COLAGENO TIPO | (SETA)
Legenda: Rato GAA 14 dia, Coloracao PR, 400 X

TABELA 18 — ANALISE DOS COLAGENOS INTRAGRUPOS

GC GC GAB GAB GAH GAH GAA GAA GAM GAM GCL GCL

Dia 1 | 1 | i | i | n I i |

3 D@ D@ D() D(@ D@ D( M D@ D@ D) M@ D)
7 M@ M@ M@ M@ M) M (a) M (a) M (a) M (a) M (a) M (a) M (a)

14 M@ M@ l@ M@®d M@ M@ I@ I( M@ M@ M@ M(@)

p 0,132 0,156 0,252 0,008 0,078 0,645 0,032 0,023 0,154 0,139 0,141 0,336

Legenda: GC.: Grupo Controle; GAB.: Grupo Aveloz Bruto; GAH.: Grupo Aveloz Hexamico; GAA.: Grupo
Aveloz Aguoso; GAM.: Grupo Aveloz Metandlico; GCL.: Grupo Aveloz Cloroférmio. A:Acentuado. D:Discreto
M:Moderado AU:Ausente; lll - Colageno tipo Il ; I: Colageno Tipo |

Teste de Kruskal Wallis

Legenda: Letras diferentes (a, b, ¢) significa p<0,05
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5 - DISCUSSAO

5.1 - ESCOLHA DO MODELO EXPERIMENTAL E FITOTERAPICO

Muitos animais podem ser utilizados como modelo para estudo da cicatrizacéo,
porém os mamiferos sdo 0s que mais se prestam a estas analises por assemelharem-se
ao homem na deposicao de colageno nas feridas. Os roedores, principalmente os ratos,
sd0 0s mais usados por terem baixo custo e ocuparem pouco espacgo, serem de facil
transporte e obtencdo (COHEN; MAST, 1990). Devido a estas caracteristicas diversos
autores também utilizaram ratos em seus trabalhos, dentre eles, Amorim et al. (2006),
Branco Neto et al. (2006), Martins et al. (2006), Santos et al. (2006), Santos et al. (2012) e
Lania (2013).

Além destes aspectos este estudo foi feito sendo utilizado o modelo
experimental de cicatrizacdo de pele em ratos da linhagem Wistar, pois este ja encontra-
se consagrado na literatura para este fim (FACURY NETO, 2001)(SAUAIA FILHO, 2013).
Assim como Martins et al. (2006), foram utilizados somente ratos machos para evitar

influéncias do ciclo hormonal das fémeas.

A regido dorsocostal do animal foi escolhida como local da incisdo pois € uma
area com menor probabilidade de contaminacgéo, devido ao menor contato com fezes e
saliva do animal, diminuindo assim o risco de infeccdes. A semelhanca de Miranda (2001)
esse modelo foi utilizado neste estudo a fim de diminuir a irritacdo por contato e o
autocanibalismo (KASHYAP, 1995).

Na literatura sdo encontrados trabalhos relacionados a cicatrizagao de pele que
adotam 3, 7, 14 e 21 dias de observacéo (SIMOES, 1986; SANCHEZ NETO, 1993).
Porém, neste estudo foram utilizados somente 3, 7 e 14 dias de observacéao, pois apesar
de ndo haver grandes diferencas entre 3° e 7° dias de observacédo no que se refere ao
processo cicatricial avaliou-se o0 periodo agudo do processo inflamatorio cicatricial
(BRITO, 1996; MESQUITA, 1997; FACURY NETO, 2001; MIRANDA, 2001; AMORIM et
al., 2006; BRANCO NETO et al., 2006; GARROS et al., 2006; MARTINS et al., 2006;
SANTOS et al., 2006; SANTOS et al., 2012).
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O aveloz é bastante utilizada pela populacdo de forma empirica. As suas
diversas aplicagcbes ja sao reconhecidas na medicina popular demonstrando sua
importancia nacional e a necessidade de confirmacao cientifica do uso medicinal. Como
efeito direto da abundancia do aveloz no setado do Maranhdo, seu uso € bastante

difundido na populagao geral de forma leiga. (TOFANELLI 2011)

Em revisdo de literatura, foram encontrados poucos trabalhos sobre a utilizagcao
do aveloz e estudo fracionado do extrato em cicatrizacdo. (QUADRO 1) Assim, é de
grande interesse e importancia a pesquisa acerca do efeito destas plantas no mecanismo
cicatricial.(MALAFAIA, 2006)

5.2 - ANALISE MACROSCOPICA

A presenca da crosta pode ser observada tanto macroscopicamente como
microscopicamente. No entanto, a avaliagdo macroscopica empregada, embora de
carater subjetivo, é de grande importancia para o acompanhamento do reparo cutaneo. E
a forma mais simples e de baixo custo utilizada para avaliar o comportamento de eventos
biolégicos durante o processo de reparo do tecido conjuntivo e epitelial, 0 que equivaleria
a forma empregada no humano para avaliar a cicatrizagdo, uma vez que ndo se

justificaria a retirada de tecidos cirurgicamente para esta avaliacdo (SANTOS et al., 2010).

Todos os animais apresentaram boa evolugado quanto a cicatrizagao das feridas
operatorias, ndo havendo registros de hemorragias ou exsudatos em nenhum dos grupos,
corroborando com os estudos de Branco Neto et al. (2006), Martins et al. (2006), Santos
et al. (2006) e Santos et al. (2012).

No 3° DPO, através da observacdo macroscopica, todos os animais
apresentaram crostas na area da ferida operatéria. Com a evolugcdo temporal a
quantidade e a extensao das crostas foram decrescendo concordando com Bevilacqua
(1984), Teves et al. (1986), Simdes et al. (1986), Campos, Borges-Branco e Groth (2007)
e Moraes (2013), sendo que no 14° DPO no GAA trés animais nao apresentaram crostas.
Segundo Bevilacqua (1984) e Simdes et al. (1986) a solucdo de continuidade causada
pela remocdo do fragmento de pele é inicialmente preenchida por coagulo, fibrina e

exsudato inflamatdrio, que originam crosta fibrino-leucocitaria. Este processo protege a
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ferida contra a ampla perda de eletrélitos e fluidos e contra a contaminacéo por agentes
nocivos (MONACO; LAWRENCE, 2003). Eurides et al. (1996), Oliveira et al. (2000) e

Moraes (2013) retiraram as crostas remanescentes durante o experimento afirmando que

a presenca das mesmas poderiam diminuir a absor¢cdo da substancia utilizada e sua
retirada facilitaria a observacéo de aspectos macroscépicos da ferida. No entanto, neste
estudo as crostas ndo foram retiradas para nao influenciar no processo biolégico natural
de reparo tecidual (FACURY NETO, 2001) e baseando-se também no comentario de
Oliveira (1992) que, segundo o qual, a formagao de crosta em uma ferida ndo exsudativa

favorece o processo de cicatrizacéo.

Neste estudo, apesar da diminuicdo no numero e extensdo das crostas
observada até o fim do experimento, s6 houveram diferengas significantes nos dois
primeiros periodos de observacgao (3° e 7° dia) na andlise intergrupos. Houve significancia
em todos os grupos dentro dos dias, com destaque no GAA no 14° DPO, apresentando
trés animais sem crostas. Na andlise intergrupos ndao houve significancia na variavel
reepitelizacdo. Entretanto na analise intragrupos GAB e GAA apresentaram diferencas
entre 7 e 14 DPO.

Segundo Gabbiani e Majno (1972) apesar das etapas basicas do processo de
reparo tecidual serem as mesmas, ha diferencas na cicatrizacdo de feridas abertas e
fechadas. Essas diferencas estédo no fato de a contracdo e a epitelizacdo serem mais
acentuadas em feridas abertas ou por fechamento por segunda inteng¢do. A contracéo é o
movimento centripeto das bordas da ferida e alguns autores a consideram como estava
no processo de cicatrizacdo (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003). E uma
etapa controlada provavelmente por fibroblastos que tem seu fendtipo alterado, os
miofibroblastos, uma vez que encontra-se grande numero dessas células em regiao perto
das margens da ferida contraida (SIMOES, 1988). A curto prazo a contracdo é
considerada insuficiente para promover a cicatrizacéo total da ferida, pois resta uma area
central onde a epitelizagdo atua para finalizar o fechamento. Para concluir a cicatrizacéo &
necessaria a combinacdo dos processos de contracdo e epitelizacdo (MACGRATH;
SIMON, 1983).

5.3 - PLANIMETRIA DIGITAL
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Existem varios métodos de mensurar as areas das feridas operatérias. Prata
(1988), Eurides et al. (1996), Mesquita (1997) e Miranda (2001), por exemplo, realizaram

trabalhos experimentais analisando areas de ferimentos nas regiées dorsocostais de ratos
através da expressdo matematica Area=mi x R x r, onde R é o raio maior e r & o raio
menor. Este método nao foi adotado neste trabalho porque as feridas evoluiram com
formatos irregulares, ndo havendo, portanto, expressdo da éarea real pela formula

apresentada.

Devido as desvantagens e limitagcdes apresentadas pelos métodos invasivos, tém
sido desenvolvidos e aperfeicoados métodos nao invasivos que utilizam fotografias
e software para o0 processamento de imagens e mensuracdo de areas (KROUSKOP;
BARKER; WILSON, 2002), entre eles o AutoCad®e o Motic. Estudo recente mostrou que
os dois softwares concordam entre si e sdo mais confidveis para a analise de areas
irregulares na planimetria (REIS et al, 2012). Neste estudo a planimetria digital foi
realizada utilizando o programa AutoCad® 2013 para mensurar as areas das feridas

operatorias.

Durante o periodo de observacédo houve diminuicdo das areas médias das feridas
operatérias em todos os grupos o que esta de acordo com os resultados de Sanchez Neto
(1993). Este fato pode ser atribuido a tentativa de fechamento da lesdo por meio do

processo de contracgao.

Ao 7° dia pbs-operatério foi observado que o GAM apresentava a menor média
das areas das feridas (0,37 cm?2), enquanto que o grupo GACL apresentava a maior
(0,57cm?), com significancia. Esse resultado vai contra os de Branco Neto et al. (2006),
gue analisando o extrato hidroalcodlico, concluiram retardo cicatrizacéo. Ainda no 14 DPO
foi verificado que o GAA teve media menor que os demais grupos, com significancia
guando comparado com os GC e GAB ao contrario do que foi encontrado por Martins et

al. (2006), que analisando o extrato aquosos e GC nao foi observado significancia.

No 7° dia pds-operatorio foi verificado que a média das areas das feridas do GAA
apresentou o menor valor (0,12 cm?), seguida do GAB com uma média pouco maior (0,14
cm?) e depois 0 GAM e GAH ( 0,19 cm?). Estes resultados vao contra com os de Martins
et al. (2006) e corroboram com de Branco Neto et al. (2006), quando na analise que a

longo prazo pode favorecer a cicatrizagao.
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5.4 ANALISE MICROSCOPICA (HISTOLOGICA)

Assim como Martins et al. (2006) na tentativa de analisar o processo de reparo
tecidual foi utilizado coloragdes especificas em cortes histopatolégicos, dentre elas, a
coloragcdo HE para a avaliacdo do processo inflamatério por meio da identificacdo de
células inflamatérias, enquanto o Tricdbmico de Masson e o Picrosirius Red destinaram-se
a avaliacédo da fibrose através da identificacdo de fibras colagenas e identificacdo dos
tipos de colagenos, respectivamente. As coloracées HE e o Tricbmico de Masson foram

escolhidas pois s&o comumente utilizadas proporcionando, assim, resultados confiaveis.

A primeira fase da cicatrizacéo é a inflamatoria, a qual é essencial pois representa
a tentativa de limitar a dimensao do dano causado e prevenir lesdo adicional. Esta fase
inicia-se com a hemostasia através da formacdo do coagulo e se caracteriza por um
aumento da permeabilidade vascular e migracao de células para a ferida por quimiotaxia,
principalmente neutréfilos e monécitos (ETHRIDGE; LEONG; PHILLIPS, 2010).

Os polimorfonucleares chegam no momento da injuria tissular e permanecem por
periodo que varia de trés a cinco dias (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM,
2003). Ao longo do experimento foi observado reducdo gradual da quantidade de
polimorfonucleares em todos os grupos estudados concordando com estudo de Martins et
al. (2006) e de Branco Neto et al. (2006). No entanto, houve significancia entre os grupos,
no dias avaliados, sendo que o GAB e o GAA diferiram entre si e diferiram com o GC
corroborando com Branco Neto et al. (2006), pois neste ndo houve significAncia entre
grupos com extrato bruto e GC. Contudo, foi observado que o GAA apresentou maior
quantidade de células polimorfonucleares durante todo o intervalo de tempo estudado. Na
andlise dos dias dentro de cada grupo somente o GAH e GACL nao apresentarm
diferenca com significancia. O mesmo comportamento foi observado em relagdo aos
mononucleares, porém neste pardmetro o GAM n&o apresentou diferencga significante no
7 DPO, enquanto que os demais apresentaram significAncia em todos os intervalos

estudados.
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Na fase proliferativa tem-se como marco a angiogénese, a reepitelizacéo e a

fibroplasia, com formacéo do tecido de granulagdo. Segundo Mandelbaum, Di Santis e

Mandelbaum (2003) é a fase responsavel pelo “fechamento” da leséo.

Quanto a proliferacdo vascular, na avaliagao intergrupos, houve diferencas no
periodo avaliado. O GC, GAA e o GAH tiveram um decréscimo gradual na quantidade de
vasos neoformados, apresentando diferencas significantes. Estes resultados vao de
acordo com Kumar et al. (2010), que segundo os quais 0 aumento da vascularizacéo
desaparece durante a segunda semana ap0s a leséo. Contudo, o GAB, GAM néao seguiu
este padrdo, mantendo-se com proliferacdo vascular discreta até o fim do intervalo

estudado, sem diferenca significante em sua analise intragrupo.

Segundo Ethridge, Leong e Phillips (2010), a reepitelizacdo comecga algumas
horas ap0s a leséo. Neste estudo a reepitelizagcdo aumentou de forma progressiva em
todos os grupos, porém somente com significancia no 14° DPO, com valores similares
entre o GAB e o GC, com maior taxa de reepitelizacdo em relacdo ao GAA. Na analise

intragrupos houve significancia entre todos os dias em todos os grupos estudados.

Quanto a proliferacao de fibroblastos, Mandelbaum, Di Santis e Mandelbaum
(2003) afirmam que estas células séo responsaveis pela sintese da matriz extracelular e,
que além de produzir colageno, produzem também elastina, fibronectina,
glicosaminoglicana e proteases; estas sdo responsaveis pelo desbridamento e
remodelamento fisiolégico. Os resultados deste estudo mostraram aumento gradual do
numero de fibroblastos em todos os grupos, discordando com Alvares (1972), Bevilacqua
(1984), Simbes et al. (1986) e Campos, Borges-Branco e Groth (2007) que constataram
aumento inicial dos fibroblastos, com posterior decréscimo. No entanto, s6 houve
significancia no 7 e 14° DPO na analise intergrupos, com o GAA e o GAB apresentando

namero de células similar entre si e maior que do GC.

Quanto as fibras colagenas foi verificado aumento gradual ao longo dos
intervalos estudados. Houve diferenca significante no 7° e 14 DPO, em que o GAA , GAB
e GAH diferiu dos demais apresentando maior quantidade de fibras colagenas, enquanto
gue estes ultimos nao diferiram entre si. Na analise intragrupos todos os grupos obtiveram
significancia com aumento gradual de colageno ao longo dos trés periodos estudados,

com destaque para o GAA em que se observou aumento de fibras colagenas entre 0 7° e
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o 14° DPO. Estes resultados concordaram com os estudos de Sanchez Neto (1993) e

Campos, Borges-Branco e Groth (2007) onde houve aumento na quantidade de colageno

durante o processo de reparacao de ferida operatoria aberta.

5.5 - AVALIACAO DO COLAGENO JOVEM E MADURO ( PICROSIRIUS RED)

Este estudo avaliou ndo somente a area e a densidade do colageno total
durante o processo de cicatrizacdo, mas também a do colageno formador de fibras, com
qualificacdo em colageno jovem (tipo Ill) e coldageno maduro (tipo I) através da coloracéo
Picrosirius Red, de forma semelhante a Santos et al. (2012), e, em contraste com outros
autores como Branco Neto et al. (2006), Martins et al. (2006) e Santos et al. (2006).

Em adultos saudaveis o colageno tipo | corresponde a quase 80% do colageno
total, enquanto que o colageno tipo Ill corresponde a cerca de 10% do colageno da
epiderme. No inicio da fase de cicatrizacédo os fibroblastos produzem predominantemente
colageno tipo lll, com um pico de secrecdo em torno de 5 a 7 dias apés a lesdo. Com o
passar do tempo as fibras de colageno tipo Il tendem a ser substituidas por fibras de
colageno tipo I, o qual confere maior resisténcia a cicatriz. A proporcéo entre os dois tipos
de colageno tende a igualar a anterior a injuria, entretanto ndo chega a 100% (LI; CHEN;
KIRSNER, 2007).

Diante dos resultados obtidos verificou-se que o GAB e GAA apresentaram
vantagem em relacdo aos demais quanto a proliferacéo fibroblastica e colagenizacéo e
também possuiu predominédncia na formacdo de colageno maduro em relacédo ao
coldgeno jovem. O GAA colocou-se logo apés o GAB, tendo maior predominancia de
coladgeno maduro em relagéo ao grupo controle. Houver diferencga significativa no 14 DPO,
dia tendo o GAA e GAB diferindo do GC.
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6 - CONCLUSAO

Em relagcédo aos objetivos e metodologia e resultados obtidos, pode-se concluir :
Nas condicbes em que foi realizado o presente estudo, o extrato bruto de

Euphorbia tirucalli e as fragbes aquosa provocaram aceleragcdo no processo de

cicatrizacao da pele.
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6.1 PERSPECTIVAS

As acbes medicinais da aveloz sédo diversas, sendo que o presente estudo
propbe-se a investigar as propriedades na cicatrizacdo em determinado tempo. Porém
ainda necessita de novos trabalhos para definicbes a longo prazo e acdo em outros
tecidos.

As novas tendéncias nos estudos experimentais apontam para utilizacdo de
outras fragdes isoladas e estudo imunofisiolégico para melhorar o entendimento das
acoes dos fitoterapicos no que diz respeito a cicatrizagdo. Como sendo substancias de
baixo custo e os trabalhos correntes vem mostrando respaldo cientifico, estas podem
trazer a populacdo beneficios em relagdo a cura de doencas, além de prevencédo das

mesmas.
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APENDICE 1

PROTOCOLO DE OBSERVAGCAO CLINICA

Data da Operacgéo........ Levociid ...
Data da Morte........ [, l......
Dieta:

( )Aceita

( )Recusa

Infeccdo de ferida operatoria:
()sim

( )né&o

Caracterizacao da Secrecéo:
() Ausente

( )Sanguinolenta

( )Purulenta

Evolucéo:

( )Boa

( )Regular

( )Ma.
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APENDICE 2

FICHA PROTOCOLO DE ANALISE HISTOLOGICA

Laminan®.......c......... Animal................. Data...../.....[.....

- Proliferag&o vascular, células polimorfonucleares e células mononucleares

()
()
()
()

Ausente (ndo existe)
Discreto (isolados e esparsos)
Moderado (agregados)

Acentuado (agregados e confluentes atingindo todo o campo)

- Proliferagao fibroblastica

()
()
()
()

Ausente (ndo existe fibroblastos no campo)

Discreta (esparsos fibroblastos proliferados em meio ao tecido conjuntivo frouxo)
Moderada (pequenos feixes multidirecionais de fibroblastos)

Acentuada (fibroblastos constituindo feixes compactos arranjados

multidirecionalmente)

- Fibras colagenas

()
()

()

Ausente (nao existe fibra coladgena depositada)

Discreta (deposicao de fibras coldgenas de pequena intensidade, caracterizada
por esparsas fibras depositadas em meio aos fibroblastos proliferados)

Moderada (fibras de colageno depositadas formam feixes espessos, eosinofilicos,
intercaladas com areas de tecido conjuntivo frouxo e fibroblastos proliferados)
Acentuada (grande deposicdo de fibras colagenas com feixes espessos e
compactos em meio a fibroblastos proliferados e sem areas de tecido conjuntivo

frouxo)

- Reepitelizacao

()
()

()

Ausente (sem proliferacéo de células epiteliais na leséo)
Parcial (processo de reepitelizacdo evidente nas bordas da lesdao, mas sem
recobri-la totalmente)

Completa (area da leséo totalmente recoberta pela proliferacéao epitelial)
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APENDICE 3

PROTOCOLO DE ANALISE DOS COLAGENOS (PICROSIRIUS RED)

Animal n° Lamina n°®
Densidade De Colageno Tipo llI Colageno Tipo |
Colagenos (Jovem) (Maduro)
Ausente:0

Discreta:< 25%

Moderada: 25-50%

Intensa:51-75%

Acentuada: >75%
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Anexo

Anexo 1
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