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RESUMO

Atualmente o uso de plantas medicinais tem aumentado mundialmente, assim
como a necessidade de conhecer seus possiveis efeitos a fim de estabelecer seu
uso correto. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do éleo essencial do
Croton zehntneri Pax et Hoffm e seu constituinte majoritario anetol na cicatrizagao
de feridas cutaneas. Foram utilizadas 162 fémeas de camundongos Swiss adultos
jovens, com peso médio de 35 gramas. Em cada camundongo foram realizadas
duas feridas na regido dorsal, com 7,0 mm de didmetro. Os camundongos foram
separados em nove grupos, nomeados de C, F, Dx,0Ol, Oll, Olll, Al, All e Alll. As
feridas cutaneas direitas (D) dos grupos Ol, Oll e Olll foram tratadas com o OECz
2%,10% e 20% respectivamente, e as dos grupos Al, All e Alll foram tratadas
com o anetol 2%, 10% e 20% respectivamente. As feridas cutaneas D do grupo C,
F e Dx, foram tratadas com solugao salina, fibrinolisina desoxirribonuclease e com
dexametazona, respectivamente. As feridas cutaneas esquerdas (E) de todos os
grupos foram tratadas com pluronic. Aos trés dias de pds-operatorio (PO), as
feridas do grupo Ol, Oll e Olll apresentavam-se secas e com as bordas regulares.
Na avaliagao histolégica foram encontradas diferengas significativas entre o grupo
C, Al, Alll, Ol e Olll, onde o grupo Alll apresentava uma porcentagem superior de
polimorfonucleares em relagdo ao grupo Olll. Aos sete dias de PO as feridas do
grupo Alll apresentavam-se com aspecto mais umido, contorno irregular,
coloracao rosea e presenca de crostas que se destacavam facilmente. Aos 15
dias de PO observamos uma predominancia de vasos sanguineos no grupo Oll e
Olll. Foi observado reepitelizagdo completa apés 15 dias de PO na maioria dos
animais do grupo OIlll e as areas das feridas dos grupos Ol e Al diferiram
estatisticamente, em relagdo aos grupos Olll e Alll. Foi encontrada uma maior
porcentagem de colageno no grupo Olll em relagdo ao grupo C e Alll, e um tecido
de granulagdo mais organizado em relagdo aos outros grupos. Conclui-se que o
Oleo essencial do Croton zehntneri Pax et Hoffm 20% promoveu uma
reepitelizagdo mais acentuada do que o grupo controle e o grupo Alll, ocorrendo

assim uma melhor cicatrizagao das feridas cutaneas nos camundongos.

Palavras-chaves: camundongo, cicatrizagdo, Croton zehntneri Pax et Hoffm,

ferida.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants for the world-wide population has actually
increased, consequently it is necessary to know the possible effect in order to
establish the correct use. The objective of this study was to evaluate the effects
of essential oil of Croton zehntneri Pax et Hoffm and their major constituent
anethole in the tissue repair of skin wounds. In the present experiment, it was
used 162 female of young adults Swiss mice with average weight of 35 g. In
each mice it was made two wounds in the dorsal region with 7.0 mm of
diameter. The animals were divided in nine groups named C, F, Dx, Ol, Oll,
Olll, Al, All and Alll. The right skin wounds (D) of the groups OlI, Oll and Olll
were treated using base gel OECz 2%, 10% and 20% respectively, and the
groups Al, All and Alll were treated with anethole 2%, 10% and 20%,
respectively. Cutaneous wounds D in groups C, F and Dx were treated with
saline solution, commercial fibrase and dexametazona, respectively. Finally, left
skin wounds (E) of all groups were treated using pluronic base gel only. In the
third day of postoperative (PO), the wounds of group OlI, Oll and Olll could be
observed as dry and with regular borders. In the histological evaluation were
found significative differences between groups C, Al, Alll, Ol and Olll, where
the group Alll presented a higher percentage of neutrophils cells than group
Olll. In the seventh day of PO the wounds of group Alll have presented a
humid aspect, irregular border, rose coloured and with an scab which could
be easily observed. At 15 days of PO it was observed a predominance of blood
vessels in group OIl and OIlll. It was observed a complete reepithelialization
after 15 days of PO in most of the animals of group OIll, and the areas of the
wounds of the groups Ol and Al shows a statistically significant difference in
relation to the groups Olll and Alll. It was found a higher collagen percentage
in group OIlll than in groups C and Alll, and its granulation tissue was
more organized than the other groups. The results of this work demonstrated
that the essential oil of Croton zehntneri Pax et Hoffm 20% performed a better
reepitelization than the other groups, promoting a better healing of skin wounds

in mice.

Key words: cicatrization, Croton zehntneri Pax et Hoffm, mouse, wound healing.



1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas como medicamento remonta as antigas civilizagdes
desde o inicio da vida na Terra, e foi sofrendo modificagdes com o decorrer do
tempo, pela influéncia das diversas culturas, produzindo grande conhecimento
popular. As praticas indicavam que vegetais que eram utilizados
preferencialmente como alimento em alguns paises, transformaram-se em
aliados no arsenal terapéutico em outras regides. As plantas medicinais na
medicina popular, por suas propriedades terapéuticas, adquiriram fundamental
importancia dando origem a fitoterapia que é a forma de tratamento e
prevencado de doencas através da utilizagdo de plantas. Estas plantas
sintetizam, através de seu metabolismo primario, diversos nutrientes e
metabolitos ativos e, através do metabolismo secundario, substancias com
acao farmacoldgica denominadas de principios ativos (VERDI et al., 2005).

Os primeiros conhecimentos sobre plantas medicinais, remontam as
sagradas escrituras e ao papiro de Ebers, que foi descoberto e publicado por
Georg Ebers, sendo traduzido pela primeira vez, em 1890, por H. Joachin.
Esse papiro foi encontrado nas proximidades da casa mortuaria de Ramsés I,
na época da XVIII dinastia. Enumera mais ou menos 100 doengas e descreve
um grande numero de drogas de natureza animal e vegetal (ROBINSON,
1975).

No famoso papiro decifrado em 1873 pelo egiptdlogo alemao Georg
Ebers, existe a seguinte afirmacéo introdutéria: “Aqui comega o livro relativo a
preparacao dos remédios para todas as partes do corpo humano”. Provou-se
que o papiro de Ebers representa o primeiro tratado médico egipcio conhecido,
da primeira metade do século XVI antes da era cristd, em que parte do seu
texto, é destinado ao tratamento das doencas internas e, o restante, da
indicagbes sobre a constituicdo dos medicamentos a se empregar, muitos dos

quais sao plantas aromaticas (Fig. 1) (PINTO et al., 2002).
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Figura 1. Fragmento do papiro de Ebers -
http://lupload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/2/2a/Georg_Ebers.jpg/180px-
Georg_Ebers.jpg
No Brasil, principalmente pela extensa e diversificada flora, riquissima

em exemplares, o uso de plantas medicinais sempre foi significativo, fazendo
parte da cultura popular. Essa pratica sofreu as influéncias da colonizagao
onde inicialmente, o conhecimento das propriedades terapéuticas dos vegetais
se deu de forma intuitiva com base em observagdes de praticas culturais
curativas do povo indigena que se utilizava de plantas medicinais para o alivio
de suas afecgdes (Fig. 2) (VEIGA & PINTO, 2002).

Figura 2. Medicina indigena — o saber dos pajés. http://saudealternativa.org/wp-
content/uploads/2007/12/lachamanapormiguelcamargo.jpg



Os primeiros médicos portugueses que vieram para o Brasil diante da
escassez na colénia, de remédios empregados na Europa, precocemente
perceberam a importancia dos remédios indigenas. Um dos primeiros cronistas
da nossa historia, Gabriel Soares de Souza, em 1587, denominou os produtos
medicinais utilizados pelos indios de “as arvores e ervas da virtude” (VEIGA &
PINTO, 2002).

A pratica da medicina popular se expandiu de forma que, atualmente,
segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 80% da populagéo
ja fez uso de algum tipo de erva na busca de alivio de algum sintoma
patolégico, e menos de 30% deram-se por indicagdo médica. Esses dados
sugerem que o uso de plantas medicinais pela populagdo mundial tem sido
muito significativo nos ultimos tempos. Com o passar do tempo, tornou-se
necessario um estudo sistematico do ponto de vista cientifico, com o intuito de
comprovar as agdes farmacoldgicas, bem como ter conhecimento dos efeitos
indesejaveis dessas plantas medicinais, que dentre elas, as denominadas
aromaticas, constituem um grupo especial que possuem em comum a
presencga de Oleos essenciais com diversos fins terapéuticos (SILVA & CASALI,
2000).

1.1. Oleos Essenciais

Oleos essenciais sdo compostos volateis produzidos pelas plantas para
sua sobrevivéncia em seu ecossistema, como na defesa contra
microorganismos e predadores e na atracdo de insetos e outros agentes
fecundadores na atragdo de polinizadores (LAVABRE, 1993).

A espécie vegetal produz compostos primarios, tais como agucares e
nitrogenados, e também compostos secundarios que nao sao utilizados
diretamente para sua alimentagcao e nutricdo. Entre os compostos secundarios
estdo os alcaldides, os flavondides, as saponinas e os 6Oleos essenciais. Os
6leos essenciais sao liquidos volateis dotados de aroma forte e quase sempre
agradavel, provenientes do metabolismo secundario de determinadas espécies
(MICHELIN et al., 2005; ARAUJO et al., 2004; GONCALVES et al., 2003).



Os 6leos essenciais sdo secretados por estruturas especiais da planta e
encapsulados em tricomas, formando uma estrutura semelhante a bolsas.
Estes tricomas sdo rompidos naturalmente pela espécie vegetal, liberando o
6leo essencial, que forma uma espécie de “nuvem aromatica” ao seu redor.
Por isto sdo denominados como sendo "A alma da planta" ou " A energia vital
da planta". Desta forma, podem estar presentes em diversos 6rgaos da planta,
difundido pelas partes aéreas, nas flores, nas folhas, no lenho, nas raizes e nas
sementes. Encontram-se na forma de pequenas gotas entre as células e estédo
associados a fungdes necessarias a sobrevivéncia do vegetal (GONCALVES et
al., 2003; MATOS & MATOS, 1989; TISSERAND & BALACS, 1995).

Existem quase duas mil espécies de plantas produtoras de Oleos
essenciais, distribuidas em sessenta familias diferentes. Estima-se que
aproximadamente 3000 tipos de Oleos essenciais sao conhecidos, dos quais
mais ou menos 300 sao comercialmente importantes, destinados

principalmente para o mercado de fragrancias, aromatizantes e condimentos.

Os Oleos essenciais nao sao substancias quimicamente puras, mas
misturas de hidrocarbonetos e outros compostos organicos oxigenados. Do
ponto de vista quimico um Oleo essencial € uma mistura heterogénea e
complexa, possuindo de 50 a 300 -constituintes volateis distribuidos
principalmente entre: terpendides (mono e sesquiterpenos), ligndides (alil e
propenil derivados), hidrocarbonetos, fendis, éteres, ésteres, aldeidos, cetonas,
alcoois e acidos (CRAVEIRO et al., 1981). Tal diversidade e complexidade
fazem do 6leo essencial puro um produto altamente valorizado, com aplicagao
em diversas areas. Na area da saude devido ao seu potencial terapéutico, area
da perfumaria e cosmética devido a sua refinada e complexa composicao
aromatica, area alimenticia devido ao seu potencial como aditivo flavorizante,
area de aromatizagcao ambiental e produtos domo sanitarios e a mais nova
area, que é a da moda confeccionando fibras onde os o6leos essenciais
inicialmente retidos vao sendo liberados na medida da utilizacdo das pecas em
couro, bolsas, cintos, roupas (WOLFFENBUTTEL, 2007).

As substancias constituintes dos oleos essenciais sao produzidas

bioquimicamente, através de rotas metabdlicas secundarias impulsionadas



energeticamente pela radiagdo solar, absorvida durante a fotossintese. As
moléculas de estrutura quimica do tipo aromatica como o anetol, sao
produzidas pela via dos fenilpropandides (MATOS, 2000). Na mistura, os
compostos aparecem em diferentes concentracbes. O aroma e agao dos Oleos
essenciais depende tanto da presenca dos componentes majoritarios, que
estdo em alta concentragdo na mistura total (20% a 80%), como dos
minoritarios e mesmo os que estdo em baixissimas concentragdes (0,01%)
(WOLFFENBUTTEL, 2007).

A genética determina a composi¢cao quimica dos 6leos essenciais de
uma planta, podendo aparecer variagdes pela existéncia de quimiotipos ou
ragcas quimicas. Além disso, outros fatores também podem influenciar na
composi¢cado dos oleos essenciais (LAVABRE, 1993; SILVA & CASALI, 2000)
tais como ciclo vegetativo, (onde o teor de seus constituintes pode ser mais
elevado nos frutos maduros do que nos frutos verdes), érgao utilizado para
extragao (no oleo extraido das folhas do Zanthoxylum syncarpum — lim&aozinho
— predominam os hidrocarbonetos, enquanto no das raizes predominam os
alcoois sesquiterpénicos, e fatores extrinsecos como temperatura, hora do dia
em que € feita a coleta (no 6leo do C. zehntneri coletado em Vigosa-CE as
06:00 hs, o E-anetol apresenta-se em maior percentual o coletado as 13:00 hs
no mesmo dia), época do ano e quimiotipos (MATOS & MATOS, 1989;
MORAIS et al., 2006).

Os dleos essenciais podem ser obtidos por métodos conhecidos como,
fermentacao, efleurage, extracédo, ou impressao, porem o método mais utilizado
€ o de destilacao por arraste de vapor (VAN DE BRAAK & LEIJTEN, 1999;
GONCALVES et al., 2003). Esse método de destilagdo de oleos essenciais foi
primeiramente usado no Egito, india e Pércia ha mais de 2000 anos, sendo
aperfeicoado no séc. IX pelos arabes (BAUER et al., 2001). O fisico cataldo
Vilanova (ca. 1235-1311), foi quem oficialmente, primeiro descreveu o método
de destilacéo por arraste a vapor (GUENTHER, 1948).

No Egito entre os anos 3000 a 2000 A.C., ja se obtinham os Oleos
essenciais de modo rudimentar. Os médicos dessa época ja os utilizavam para

tratar os doentes, mas principalmente em praticas magicas. No séc. Xlll, os



Oleos essenciais eram produzidos em farmacias (Fig. 3), e seus efeitos
farmacolégicos eram descritos em farmacopéias (BAUER et al., 2001). O
alemdo Alam Lonicir publicou em 1551, o “Krauterburch”, primeira obra
contendo referéncias para o uso médico de ervas e Oleos de sementes
aromaticas (TISSERAND & BALACS, 1995).

Figura 3. Oficina de Farmacia na Idade Média -

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/2/2a/Georg_Ebers.jpg/180px-
Georg_Ebers.jpg

Muitas espécies de plantas produtoras de O6leos essenciais sao
abundantes no Nordeste do Brasil e largamente usadas na medicina e na
industria. Sdo usados como edulcorantes e aromatizantes (CRAVEIRO et al.,
1977), componentes de sabbes e cosméticos e utilizados na fabricagao de
doces caseiros, licores, bebidas e aguardente de cana (MATOS &
FERNANDES, 1975, 1978; CRAVEIRO et al., 1977).

No Brasil, encontra-se uma flora muito extensa e com potencial
terapéutico a ser investigado. No Nordeste, o estudo das plantas odoriferas,
muitas usadas como plantas medicinais pela populagcdo, resultou na
descoberta de varios 0Oleos essenciais, entre eles encontram-se aqueles que
sao matérias-primas dotadas de propriedades aromaticas, anti-sépticas e
farmacoldgicas. (CRAVEIRO et al., 1981). Os oleos essenciais de algumas
plantas aromaticas da regido Nordeste foram estudados do ponto de vista
quimico (CRAVEIRO et al.,, 1977), e farmacolégico (LEAL-CARDOSO e
FONTELES, 1999), demonstrado potencialidade de utilizagao terapéutica.



A complexidade quimica permite que Oleos essenciais tenham uma
diversidade de efeitos bioldgicos, tais como: antimalarico (KLAYMAN, 1985),
antiparasitarios, antimicrobianos, analgésicos, diuréticos e hipotensores
(BEZERRA, 1994; LAHLOU et al., 1999) anti-alérgico (PASSOS, et al.,; 2006),
anti-bacteriano (BURT, 2004), pesticidas (ISMAN et al., 2000), anti-diabético
(HITOKATO et al.,, 1980). Os terpendides possuem atividade antimicrobial,
anticarcinogénica, anti-inflamatoria e inseticida (MURAKAMI et al., 2004; HAN,
2005; GRODNITZKY & COAST, 2002; GRIFFIN et al., 1999; LIMA et al., 2003),
e sao utilizados como aditivo na industria alimenticia e cosmética. Estudos
demonstraram que Oleos essenciais que possuem o eugenol, anetol, e o linalol
como constituintes, apresentaram atividade larvicida especifica contra larvas
das espécies dos mosquitos Culex pipiens L. e Ochlerotatus caspius, oriundos
do Libano (KNIO et al.,2007).

Recentes pesquisas utilizando medicbes de RMN (Ressonancia
Magnética Nuclear) da regidao cerebral mostram que o sistema limbico é
ativado durante a inalacédo de 6leo essencial de lavanda Lavandula officinallis,
esclarecendo a influencia dos aromas nas emocodes, sensagdes, lembrancas
e recordacdes. Oleos essenciais especificos estdo sendo utilizados no
tratamento de pacientes com problemas na area da memodria e mesmo em
casos de amnésia total, Mal de Alzheimer e Deméncia Vascular. Em 2004, o
Prémio Nobel de Medicina em Fisiologia foi concedido a dois cientistas,
Richard Axel e Linda B. Buck, por suas descobertas sobre os receptores
odorificos e a organizacao cerebral do sistema olfativo, o que mostra a atual
importancia desta area para a ciéncia (WOLFFENBUTTEL, 2007; AXEL &
BUCK, 2004).

Na area da perfumaria cientistas cearenses desenvolveram
recentemente no Parque de Desenvolvimento Tecnolégico do Ceara -
PADETEC, estudos utilizando a ingestdo de capsulas de 6leo essencial de
lavanda extraido do coentro, com a finalidade de perfumar o corpo através de

sua eliminacao na pele pela transpiracao.



1.2. Croton zehntneri Pax et Hoffm

O Croton zehntneri Pax et Hoffm € uma planta do género Croton, um dos
maiores géneros da familia Euphorbiaceae. Essa familia € composta de cerca
de 290 géneros e milhares de espécies ocorrendo em abundéancia no mundo
inteiro, preferencialmente nas regides tropicais e temperadas . O género Croton
caracteriza-se por sua variedade de cerca de 1200 espécies, de distribuicdo
neotropical (JUDD et al., 1999), com poucos representantes paleotropicais, a
maioria distribuida nas Antilhas e América do Sul, e algumas na América do
Norte (WEBSTER, 1994; GOVAERTS et al., 2000).

Suas espécies sao arvores, arbustos, ervas e lianas, geralmente mondicas,
algumas vezes didicas, com tricomas de varios tipos, inflorescéncias com as
flores pistiladas na base e estaminadas no apice, estames dobrados no botao
floral e pétalas das flores pistiladas reduzidas ou ausentes (Fig. 4). Apresenta
Oleos essenciais e constituintes ativos como terpendides, flavondides e
alcaldides, sendo com frequéncia utilizada na medicina popular, possuindo
algumas espécies, propriedades terapéuticas ja comprovadas (JUDD et al.,
1999). Largamente espalhado na flora nordestina brasileira, nas regides de
cerrado, matas dos tabuleiros litoraneos, matas pluviais e, principalmente, nas
caatingas nordestinas, o género Croton € muito importante pela sua utilidade
na medicina popular (DUCKE, 1959). De acordo, com as denominacdes
populares, as espécies de Croton nativas no Nordeste do Brasil, podem ser
agrupadas em quatro categorias: canelas silvestres, marmeleiros, velames e
outras espécies de Croton (FERNANDES et al., 1971).

O C. zehntneri € uma planta do Nordeste brasileiro, encontrada em
grandes quantidades no estado do Ceara, conhecida popularmente como
canela-de-cunha. Possui um odor agradavel que lembra anis (lllicium verum) e
cravo-da-india (Eugenia caryophyllata) ou a mistura de ambos (FERNANDES
et al., 1971) que é exalado por todas as partes da planta (COELHO-DE-
SOUZA, 1997). Suas folhas e talos sdo usados como adogantes de comidas e
bebidas, seus extratos sdo usados na forma de chas e infusdes para o alivio de
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disturbios gastrointestinais, como sedativo, estimulador do apetite (CRAVEIRO
et al., 1977,1978). Relatos populares, na regiao de Vigosa no Ceara, onde
existe um grande numero de exemplares nativos, descrevem a utilizagdo de

suas folhas maceradas para a cicatrizacado de certos tipos de lesdes cutaneas.

o

Figura 4. Folhas do Croton zehntneri Pax et Hoffm. coletado na Serra de Ibiapaba
préoximo a cidade de Vigcosa, Ceara. Uma amostra exsicata sob o namero 27477 esta
depositada no Herbario Prisco Bezerra (UFC).

Seu aroma mostra-se variavel entre exemplares desta planta coletados
em diferentes localidades do Nordeste. Isto se deve a variacdo na
concentracdo dos constituintes quimicos mais abundantes nos seus Oleos
essenciais. Assim, distinguem-se para esta espécie quatro tipos quimicos
como: anetol — para os exemplares coletados em Fortaleza (CE) e Vigosa (CE);
eugenol - para os coletados em Areia Branca (RN) e Quixada (CE);
metileugenol - para os coletados em Ipu (CE) e Oeiras (Pl) e estragol - para os
exemplares coletados em Tiangua (CE) e Granja (CE) ( DE MORAIS et al.,
2006).

No Ceara o C. zehntneri esta a sujeito a periodos de Chuva (Janeiro a
Maio) e periodos de estiagem. A analise dos constituintes da planta coletada
em suas regides nativas em horarios diferentes do dia, revelou uma variagcao
circadiana destes constituintes, apresentando alto teor de 6leo essencial (3%
v/w) quando cultivada com irrigacdo tendo o (E)-anetol seu principal

constituinte (Fig. 5).
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Figura 5. Variacdo circadiana do 6leo essencial do C. zehntneri - disponivel em

www.ivsboe.padetec.ufc.br/palestras/selene.pdf

Os estudos disponiveis com o 6leo essencial do Croton zehntneri
(OECz) e com seus principais constituintes sugerem acgdes farmacoldgicas com
efeito relaxante em musculo liso intestinal de cobaia, o que justifica seu uso
popular como antiespasmaodico gastrointestinal (COELHO DE SOUZA et al.,
1998). Atividade em musculos esqueléticos foram referidas em experimentos
onde a agao do OECz induziu contragbes em musculo diafragma de rato, e por
outro lado, inibiu contragbes evocadas por estimulagdo nervosa, o que sugere
dois mecanismos de acado diferentes em fibras musculares: bloqueando a
transmissao neuromuscular na membrana pds-juncional, e incrementando a
liberagdo do calcio mioplasmatico pelo reticulo sarcoplasmatico
(ALBUQUERQUE et al., 1995).

Efeitos cardiovasculares como hipotensao, seguido de uma agéao
vasoconstritora, e bradicardia foram observados em estudos experimentais.
Estudos demonstraram, que o OECz e seus principais constituintes (anetol e
estragol) induziram uma baixa inicial na pressdo sanguinea seguida de uma

resposta hipertensiva provavelmente devido a uma inibicdo da producdo de
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oxido nitrico, em ratos normotensos e conscientes. (SIQUEIRA et al., 2006;
LAHLOU et al., 2004)

Estudos documentam que em sistema nervoso, os extratos do Croton
zehntneri tém efeito tranquilizante e talvez analgésico (BERNARDI et al., 1991).
Por outro lado, efeito anticonvulsivante, elevando o limiar para o surgimento
das convulsdes minimas induzidas por PTZ (pentilenotetrazol) um estimulante
central, foi observado em estudo experimental posterior (BATATINHA et al.,
1995).

Estudos realizados por Oliveira (2001), indicam atividade
antinocioceptiva e anti-edematogénica do OECz, por diferentes mecanismos. O
efeito antinociceptivo do OECz foi investigado, em camundongos, utilizando
trés modelos diferentes de testes nociceptivos: formalina, placa quente (50 +
0,5°C) e contorgdes abdominais induzidas por acido acético. Os achados desse
estudo sugerem que o OECz foi efetivo como agente antinociceptivo indicando
acdes em sitios centrais, sugerindo também atividade anti-inflamatéria uma vez
que inibiu a formagao do edema de pata (OLIVEIRA et al., 2001). Aliado a isso,
estudos anteriores realizados em nosso laboratorio mostraram que o OECz
bloqueia os efeitos da histamina em mduasculo liso intestinal de cobaia
(COELHO-DE-SOQOUZA et al., 1997) sugerindo que essa, pelo menos em parte,
se deva a uma inibicdo dos efeitos da HA e/ou 5-HT na atividade anti-
edematogénica.

Morais e colaboradores 2006, investigaram a atividade antioxidante do
OECz utilizando mecanismos que envolvem a geragdo de radicais livres
derivados do oxigénio e peroxidagao lipidica, e demonstraram que essa se
deve provavelmente a presenga entre seus constituintes quimicos
componentes antioxidantes, ja descritos na literatura com acgéo ja relatada
como E-anetol (MORAIS et al., 2006).

Estudos recentes mostram propriedades larvicidas através dos
hidrolatos referentes ao caule e folha do C. zehntneri que causaram 100% de
mortalidade das larvas do Aedes aegypti (LIMA et al., 2006), e propriedades
anti-helminticas sobre nematdides intestinais de ratos (CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2007). Em adigéo, estudos realizados in vivo e in vitro,
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contra Microsporum canis, revelaram a propriedade antifungica do OECZ como
promissora fonte fitoterapica de um novo agente de baixa toxicidade para tratar
a dermatofitose (FONTENELLE et al., 2008).

A investigacao sobre a atividade do OECz na mucosa gastrica, revelou
o efeito antiulcerogénico observado no modelo de lesdes induzidas por etanol e
sugerem uma agao gastroprotetora devida, em parte ao aumento da secregao
de muco no estdmago (BARRETO, 2005). As ultimas pesquisas realizadas com
o OECz, indicam uma atividade hepatoprotetora contra danos causados por
uma superdosagem (500mgkg) de acetaminofeno, de forma dose né&o
dependente. Porem O OECz néo foi capaz de proteger o figado de uma leséo

hepatica induzida por etanol em excesso (5q¢xg) (LIMA et al., 2008).

1.3. Anetol, Estragol e Eugenol

O anetol, o estragol e o eugenol sdo derivados do fenilpropano que
ocorrem com bastante frequéncia nos 6leos essenciais de muitas plantas como
no oleo essencial do C. zehntneri. Possuem estruturas moleculares
semelhantes, e compartilham alguns dos mesmos efeitos bioldgicos sobre
organismos vivos (Fig.6). Alguns efeitos bioldgicos desses constituintes bem
como do 6leo essencial e de pseudo-hidrolato obtido do dleo extraido das
folnas do C. zehntneri ja foram descritos (CAUJOLLE & MEYNIER, 1958;
ALBUQUERQUE et al., 1995; COELHO-DE-SOUZA et al., 1997, 1998).

OCH,

E-anetol

OCH;, OH
OCH;

estragol eugenol

Figura 6. Estrutura quimica dos principais constituintes do 6leo essencial do C.
zehntneri (anetol, estragol) e do eugenol.
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Um dos isbmeros do anetol, o estragol que, como este, apresenta odor
de anis embora ndo possua seu sabor adocicado, possui agao depressora
sobre o SNC, que incluem diminuicdo dos reflexos comportamentais como
observacdo e curiosidade (LE BOURHIS & SOENEN, 1973), discreta
potencializagdo do “sleeping time” do pentabarbital (SETO & KEUP, 1969),
efeito anestésico, miorrelaxante e anticonvulsivante (DALLMEIR, 1981;
DALLMEIR & CARLINI, 1981; ALBUQUERQUE et al., 1981).

Estudos realizados a partir de outro isdbmero do anetol, o eugenol,
demonstram que, em altas concentracgdes, ele é capaz de inibir fortemente a
atividade bacteriana, bem como o crescimento de varios microrganismos
fungicos patogénicos, sendo eficaz no tratamento de enfermidades infecciosas
oral (ESCOBAR, 2002). Estudos evidenciaram a presenca de propriedades
anti-inflamatérias, na inibicdo da expressdo da ciclooxigenase-2 em
macrofagos de camundongos ativados por lisofosfatidilcolina (LPS) (KIM, et al,
2003). O eugenol também foi capaz de inibir a atividade da lipo-oxigenase-5
em ceélulas polimorfonucleares de humanos (RAGHAVENRA et al, 2006).
Possui ainda propriedades analgésicas, anestésica local (DALLMEIR &
CARLINI, 1981; SIEMONEIT et al, 1966), espasmolitica; antisséptica;
reduzindo a febre por agéo central, comparando-se ao acetominofeno (FENG
& LIPTON, 1987). Outros estudos revelaram atividade com efeito inibidor da
desgranulagdo mastocitaria prevenindo a reag¢ao anafilatica (KIM et al., 2003).

Anetol (ou trans-anetol) € um composto aromatico de origem vegetal
responsavel pelo aroma e pelo sabor de anis, ou erva-doce. E comercializado
em diversos graus de pureza sob varios nomes, entre 0s quais p-
propenilanisol, canfora de anis, isoestragol, extrato de erva-doce, extrato de
anis e 6leo de anis. A nomenclatura padrao IUPAC é trans-1-metoxi-4-(prop-1-
enil) benzeno sendo classificado quimicamente como um éter insaturado. Seu
isdmero cis-anetol apresenta caracteristicas fisicas diferentes. A sua férmula
quimica é CyoH120, sendo estreitamente relacionado com o estragol, um
composto de ocorréncia natural em um grande numero de herbaceas,
provenientes na maioria de regides temperadas, com odor caracteristico pela

presenga de canais oleiferos (aniz, cerefdlio, coentro, cominho, endro, salsa, e
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salsdo). Esta presente em grande concentragdo como constituinte majoritario
nos exemplares do Croton zehntneri nativos da regido de Fortaleza e Vigosa-
CE (CRAVEIRO et al., 1981)

O eugenol e o anetol mostraram efeito modulador das concentragdes
intracelulares de substancias antioxidantes como o glutation e a enzima
glutaion-N-transferase (DRUKARCH et al., 1997; ROMPELBERG et al., 1996;
BOUTHILLIER et al., 1996; STOHS et al., 1986). Essas substancias, além de
antioxidantes, também inibem a peroxidacéo lipidica (STOHS et al., 1986;
NAGABABU & LAKSMAIAH, 1994; MANSUY et al., 1986) e atuam como
removedores de radicais hidroxilas (TAIRA et al., 1992). De maneira
semelhante ao anetol e ao estragol, o eugenol mostra atividade depressora do
SNC apresentando efeito anestésico geral, hipnético e indutor de hipotermia
(SELL & CARLINI, 1976; DALLMEIER & CARLINI, 1981).

O trans-anetol é bastante utilizado, como aromatizante, na fabricacao de
bebidas (licores, gins, aguardentes da cana etc.) e em formulagbes
farmacéuticas (LE BOURHIS & SOENEN, 1973; ALBUQUERQUE, 1982;
COELHO-DE-SOUZA, 1997). Entre os efeitos do anetol podemos citar a
inibicdo reversivel da formagao de glicogénio (COTE et al., 1951), acédo
estrogénica em ratos (ZONDEK & BERGMANN, 1938), acao depressiva sobre
o sistema nervoso central (BOISSIER et al., 1967), propriedades psicolépticas
quando através de altas doses em camundongo (LE BOURHIS & SOENEN,
1973), ligeiro efeito analgésico, anticonvulsivante e hipnético (LE BOURHIS &
SOENEN, 1973) e antimicrobiana (CAPECK, 1956).

Foi sugerido que o OECz, o anetol e o estragol, em musculo esquelético
do sapo, parecem agir em dois diferente sitios: na transmissdo neuro-muscular,
bloqueando-a, e no reticulo sarcoplasmatico, aumentando a concentracao
citoplasmatica de calcio (ALBUQUERQUE et al., 1995).

Também foram estudados os efeitos do 6leo essencial do C. zehntneri,
do anetol e do estragol em varios musculos lisos de cobaia e em parametros
cardiovasculares. Em ileo, o OECz e o estragol diminuiram o ténus e induziram
movimentos ritmicos espontaneos. (COELHO-DE-SOUZA, 1997).

Existem evidencias de que o anetol diminui a producao de IL-2 através

de seu efeito em fungéo de células T. O mecanismo de regulagéo desse efeito
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foi determinado pela analise quantitativa / competitiva RT-PCR e ELISA,
respectivamente (SU YEA et al., 2006).

Estudos com o anetol demonstraram um aumento dos niveis
intracelulares de glutationa e glutationa-S-transferase e ainda que o TNF- a
induziu a inibicdo de respostas celulares, bem como a peroxidagao lipidica
(CHAINY et al., 2000 e DUVOIX et al., 2004). Embora os estudos de CHAINY
et al., tenham demonstrado que o anetol inibiu o fatores de transcri¢do nuclear
kKB (NF-kB) e proteina ativadora-1 (AP-1) e TNF-a induzido de células
leucémicas ML1-a (CHAINY et al.,, 2000), DUVOIX et al mostraram que o
anetol ndo apresentou nenhum efeito inibitério sobre TNF-a e TPA-induzido,
NF-kB e AP-1, presentes em células leucémicas K562 (DUVOIX et al., 2004).
Por outro lado, o eugenol (1-alil-4-hidroxi-3-metoxibenzeno) e isoeugenol (4-
hidroxi-3-metoxi-1-propenilbenzeno), que estdo estruturalmente relacionadas
com o anetol, foram reconhecidos por modular as respostas imunitarias
mediadas através de respostas de células T (SIEBEN et al., 2001).

Devido a sua ampla utilizacdo, o potencial de toxicidade anetol foi
estudado in vivo e in vitro. Com base nas conclusdes de varios estudos, o
anetol é considerado anti-genotoxico e anti-carcinogénico, e € reconhecido
como seguro (GRAS), com base no reconhecimento de desintoxicagcao
metabodlica em humanos (ABRAHAM, 2001, CHAINY et al., 2000 e DUVOIX et
al., 2004). Alguns trabalhos tém atribuido ao anetol e ao eugenol, atividade
anticarcinogénica (REDDY et al., 1993; REDDY, 1996, 1997; AL-HARBI et al.,
1995), outros estudos atribuem ao anetol atividades citotdxicas sobre células
HelLa (células carcinogénicas de proliferacdo anormal) (STOJCEV et al., 1967).
Estudos sugerem que, em fumantes, ADT (anethole dithiolethione) é um agente
quimico potencialmente eficaz para o cancer de pulmao (LAM et al., 2002).

Estudos revelaram que o anetol apresentou efeitos sinérgicos sobre a
atividade antifungica de fitoquimicos contra Saccharomyces cerevisiae e
Candida albicans (FUJITA et al., 2007). Evidencias relatadas a partir da analise
da atividade antimicrobiana foi relacionada ao anetol presente em grande
concentracao no lllicium verum Hook. F. ( DE M et al., 2001).

Atividade larvicida do anetol contra o mosquito Ochlerotatus caspius

caracteristico da regido do Libano, foi relatada por KNIO e colaboradores
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(2008). O anetol presente em grande concentragdo no OECz, mostrou potente
atividade larvicida (CL50 de 28 ppm), contra o mosquito Aedes aegypti o
principal vetor da dengue, doenga endémica no Brasil (MORAIS et al, 2006).
Foi ainda relatado a agéo inseticida do anetol (MARCUS & LICHTENSTEIN,
1979).

Em relagdo aos aspectos bioquimicos, recentes estudos demonstraram
a oxidacdo seletiva de anetol com peroxido de hidrogénio para anisaldeido
através da utilizagdo de um novo e eficiente processo catalitico (XIAO et al.,
2008).

Adicionalmente esta bem descrito na literatura que o anetol como
principal componente do 6leo essencial de Foeniculum vulgare, apresentou
atividade antitromboética devido a uma acdo  antiagregante com efeito
desestabilizador sobre o coagulo além de uma agado vaso relaxante. Agregado
a essa resposta o anetol presente no 6leo essencial de F. vulgare (100 mg«g (-1)
administragao oral), proporcionou protecado significativa em lesbes gastricas
induzidas por etanol em ratos (TOGNOLINI et al., 2007).

Acéo antioxidante do anetol com atividade neuroprotetora para a doenca
de Parkinson, foi evidenciada em estudos que avaliaram a inibicao da MAO
reduzindo o “stress” oxidativo e a neurodegeneracdo por meio da cultura de
astrocitos (DRUKARCH et al., 2006).

1.4. Resposta Inflamatoria e Reparo Tecidual

A capacidade auto-regenerativa € um fendmeno necessario para a
existéncia. Nos organismos superiores, ocorre o reparo de tecidos que se da
pela regeneragdo com a recomposi¢ao da atividade funcional do tecido. Essa
resposta defensiva e complexa permite ao organismo mamifero destruir, diluir
ou imobilizar o agente agressor, sendo este de natureza quimica (toxinas ou
substancias causticas), fisica (traumas, calor e irradiacdo) ou biologica
(ROCHA & SILVA, 1978).

A cicatrizacao visa a restauracao dos tecidos lesados, a fim de preservar
suas fungdes e consiste em uma série de eventos simultaneos, alguns dos
quais continuam por anos apds o restabelecimento da integridade fisica do
tecido lesado (FINE & MUSTOE, 2001).
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Para a pele caracterizam-se trés tipos principais de lesbes: lesao
superficial, lesdo profunda e lesdo aberta. A lesdo € considerada superficial
quando atinge somente o epitélio sem comprometer a camada basal da derme,
existe epitelizagdo por deslocamento das células sem resultar em cicatriz.
Quando constituida por ferida incisa limpa com perda inapreciavel de tecido,
minima hemorragia, auséncia de infeccdo e com bordas bem justapostas, a
lesdo é considerada profunda. A lesdo aberta caracteriza-se por perda de
substancia, com ou sem infec¢do, bordas irregulares com ou sem justaposigéao,
havendo preenchimento do espago por uma massa de vasos e células
neoformadas que constitui o tecido de granulagcido com posterior reorganizagao
e conversdo em tecido fibroso (WEISSMAN, 1992).

Em termos clinicos, a cicatrizacdo pode ser classificada em primeira,
segunda ou terceira intengdo (COTRAN, KUMAR, COLLINS, 2000). A
cicatrizacao por primeira intengdo advém da sutura por planos anatémicos. Na
cicatrizacao primaria ndo ha perda tecidual. O exemplo classico de cicatrizagcao
por primeira intengdo € o das feridas cirurgicas, onde o reparo € mais rapido
com um melhor resultado final, visto que a fenda da ferida € mais estreita e a
destruicdo tecidual nas suas bordas € menor. Na cicatrizagdo por segunda
intengdo a evolugédo cicatricial da ferida € espontanea, bordos da ferida,ficam
afastados, o proprio organismo preenche o espago necessario a cicatrizagao.
Na cicatrizacdo por terceira intencdo ou cicatrizacdo primaria tardia, para
acelerar o processo de cicatrizacdo secundaria pode-se realizar aproximacao
das bordas da ferida com pontos de sutura simples. Fisiologicamente, o
mecanismo de cicatrizacdo € o mesmo, variando na duragado do processo € nos
resultados estético-funcional, que sdo melhores na cicatrizacdo primaria
(WEISSMAN, 1992).

Os eventos relacionados com o processo de cicatrizagdo ocorrem na
mesma ordem em tipos diferentes de tecidos, independente do estimulo
causador da lesdo. Assim, ulceras duodenais, fraturas 6sseas, infarto do
miocardio, acidentes cerebrovasculares, incisdes cirurgicas e feridas
traumaticas, passam pelo mesmo processo reparador (FINE & MUSTOE,
2001).
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As caracteristicas assumidas pela lesdo, ao longo de sua evolugao,
resultam da sucessdo ou sobreposicdo de eventos celulares e tissulares
resultantes da ativagao celular por mediadores quimicos. Logo a cicatrizagao
de feridas envolve a indug¢do de um processo inflamatério agudo pelo
ferimento, a regeneragdo de células parenquimatosas, a migracdo e a
proliferacdo de células teciduais parenquimatosas e conjuntivas, a sintese de
proteinas da matriz extracelular, o remodelamento do tecido conjuntivo e dos
componentes parenquimatosos, a colagenizagdo e a aquisi¢do de for¢a pela
ferida (WEISSMAN, 1992). Dessa forma o processo de reparo pode ser
dividido em trés fases: inflamacédo, proliferacdo e remodelagdo. Na fase da
inflamac&o os principais eventos sdo: hemostasia, quimiotaxia leucocitaria e
diapedese, fagocitose e liberagdo de fatores de crescimento (Fig. 7). Na fase
de proliferacdo ha formagao de tecido de granulacdo e deposigdo de matriz
extracelular, com angiogénese, proliferagao fibroblastica e epitelizagao (KOHN,
1992). A fase de remodelagdo, é basicamente descrita por modificagbes no
tecido conjuntivo, principalmente na matriz extracelular, como o aumento na
resisténcia entre as fibras colagenas, acdo das colagenases e diminuicdo da
quantidade de agua, devido a diminuicdo de proteoglicanos e da
vascularizacdo (SPRINGER, 1994).
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Figura 7. Mecanismo simplificado da migragéo celular. Interagdo entre leucocitos e a célula
endotelial durante alteracdo vascular. O passo inicial do recrutamento de leucécitos envolve a
ativacao de células endoteliais e expressao de selectinas no endotélio. Os leucécitos tornam-se
ativados e ocorre o processo de rolagem via interacdo com P-selectina e- selectina expressas
no endotélio. Uma forte adesao dos leucécitos envolve sua interagdo com ICAM Finalmente, a
migragao através do endotélio é mediada via PCAM-1 com conseqliente extravasamento
celular (Adaptado de SHERWOOD et al., 2004)
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Os eventos do processo de reparo estdo, nos primeiros momentos,
voltados para a hemostasia. Quase concomitante ao estimulo lesivo, ocorre
vasoconstricdo como resposta inicial. A injuria do endotélio dispara uma
sequéncia de eventos, iniciando-se com a deposicdao das plaquetas,
prosseguindo com sua ativagéo e posterior recrutamento de novas plaquetas.
O resultado dessa sequéncia € a formacdo de um trombo rico em plaquetas,
que provisoriamente tampona a lesdo endotelial. Esse trombo rico em
plaquetas é rapidamente infiltrado pela fibrina, transformando-se em um trombo
fibrinoso. Logo apds, os eritrocitos sao capturados por essa rede fibrinosa e
forma-se entdo o coagulo, principal responsavel pela oclusdo do vaso
sanguineo rompido. Este, além de limitar a perpetuagcdo da perda de
constituintes circulatorios para o intersticio, fornece uma matriz preliminar, que
alicercara a migragdao das células responsaveis pelo desencadeamento do
processo de reparo (Fig. 7) (TOWNSEND, 2005).

Os mediadores liberados pelas plaquetas ativadas, como Fator beta
Transformador de Crescimento - TGF-b, Fator de Crescimento Derivado de
Plaqueta -PDGF, tromboxanos e Fator de Agregacédo Plaquetaria - PAF se
difundem pela matriz proviséria formando um gradiente quimiotatico que orienta
a migragao das células envolvidas com a instalagdo da resposta inflamatoria
(SIDDIGI et al., 1995; RIEDEL et al., 2006). As células do tecido conjuntivo
envolvidas na resposta inflamatéria sdo mastdcitos, fibroblastos, macrofagos e
linfécitos residentes; as células circulantes incluem neutréfilos, mondcitos,
eosinofilos, linfocitos, basdfilos e plaquetas (KOHN, 1992). A inflamagéo atua
no sentido de bloquear, diluir ou destruir o agente agressor, substituindo tecido
agredido pela regeneragdo das células parenquimatosas nativas e pelo
preenchimento de tecido fibroblastico, reconstituindo e cicatrizando o tecido
lesado (MAJNO, 1992).

Uma vez que os neutréfilos s&o as células mais abundantes no sangue,
um numero significativo deles é passivamente coletado pelo trombo provisério
durante o rompimento dos vasos. Apds este extravasamento passivo, o0s
neutréfilos migram para a superficie da ferida para formar uma barreira contra a

invasdo de microorganismos e promover o recrutamento ativo de mais
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neutréfilos a partir dos vasos adjacentes néo lesados (DOROTHY et al., 2007;
PORTO et al., 2007) Ao final de um dia apés a lesao eles constituirdo 50% das
células migradas ao local. Os leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) entram na
ferida no momento da injuria e sdo o tipo celular inflamatério predominante por
trés a cinco dias. A principal fungdo de um PMN é a fagocitose das bactérias
que contaminam a ferida. Nas primeiras 24 - 48h apo6s a lesdo, ha um grande
afluxo de polimorfonucleares para a ferida, a qual se encontra com tecido
desvitalizado, coagulo, bactérias e proteinas séricas extravasadas. Se nao ha
contaminacgao bacteriana significativa na ferida, os neutréfilos sdo substituidos
pelos macréfagos que passam a ser as células dominantes durante a fase
inflamatéria (WITTE & BARBUL, 1997; FINE & MUSTOE, 2001).

O macrofago é a principal célula inflamatéria presente a partir do terceiro
dia apos a injuria, além de auxiliar na eliminacdo das bactérias e no
desbridamento do subsequente desenvolvimento do tecido de granulagéo. Os
fatores derivados de macréfagos que séo ativos em promover angiogénese sao
secretados sob condi¢des de hipdxia, que ocorrem no centro da ferida, onde os
macrofagos sdo numerosos (TSUKAMOTO et al., 1981). Presumivelmente, os
produtos liberados neste meio ambiente oferecem um importante estimulo para
a migracado de células endoteliais e para a formacdao de um tecido de
granulacao saudavel (WEN et al., 2002).

Os linfécitos aparecem na ferida em grande numero aproximadamente
no sexto e sétimo dias apds o dano, mas nao sao funcionalmente importantes
nos eventos iniciais da cicatrizacdo como sdo os macrofagos (ROSS &
BENDITT, 1961), contudo os linfocitos podem aumentar o acumulo e a
proliferacdo dos fibroblastos através da secrecao de linfocinas, como o fator de
inibicdo de migracédo, interleucina-2, ou o fator de ativacdo de macréfagos
(WAHL et al.,, 1978). Esses fatores interferem ainda na regulacdo da
proliferagdo dos queratinocitos. Estudos sugerem que os linfocitos T passam a
ter uma influéncia regulatéria sobre as atividades induzidas pelos macrofagos,
sendo, portanto, importantes nos estagios posteriores de cicatrizagdo de
feridas (BARBUL & REGAN, 1995).

Os fibroblastos surgem na ferida aproximadamente no segundo ou

terceiro dia apos o trauma, iniciando a fase de fibroplasia e predominam nas
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feridas até o final da primeira semana. Com a presenga local de macrofagos
derivados de mondcitos e a produgao e liberacdo dos mediadores quimicos
produzidos por eles, a migragao e ativagao de fibroblastos é intensificada. Sao
0s responsaveis pela produgdo do colageno. Essas células sdo os principais
componentes do tecido de granulagdo e apds a influéncia dos fatores de
crescimento e demais mediadores, sao ativadas e migram das margens da
ferida para o seu centro (FREYMAN et al., 2001). Com o aumento do numero
de fibroblastos ativados para a produgdo de colageno no local, a matriz
extracelular comega a ser substituida por um tecido conjuntivo mais forte e
mais elastico. Na cicatriz sdo dominantes as presencgas de colagenos tipo | e I
(TOWNSEND, 2005) onde o tecido de granulagdo é amplamente composto por
colageno tipo Il (GABBIANI et al., 1976).

Também na fase de fibroplasia estdo presentes os miofibroblastos com
caracteristicas de células musculares lisas (ROBBINS et al., 2008). E sobre a
fibronectina sintetizada pelos miofibroblastos que as fibras de colageno tipo IlI
repousarao (URKINEN et al., 1980).

Apos a proliferagcdo vascular €& formado tecido de granulagao
apresentando aspecto granuloso e avermelhado, pela ocorréncia em paralelo
da formacdo de novos vasos sangliineos, ou seja, a neovascularizagao da
regidao que se da pela agdo de fatores de crescimento sobre as células
vasculares, induzindo a angiogénese. Sua importancia neste estagio, permite a
troca de gases e a nutricdo das células metabolicamente ativas (ECKERSLEY
& DUDLEY, 1988; RIEDEL et al., 2006). Sob estimulo de mediadores, as
células endoteliais colagenase e ativador do plasminogénio. Essas substancias
promovem aberturas na membrana basal e permite a migragdo das células
endoteliais que, passam pelo processo de diferenciagdo para aquisicao da
capacidade de formacdo de novos tubos capilares. As células endoteliais
migratorias formam no exterior do vaso um broto capilar que em seguida se
une ao capilar de onde eram originarias para o restabelecimento do fluxo
sanguineo (RUDOLPH & BALLANTYNE, 1990).

A Ultima fase é a de remodelagdo, na qual a colagenalise, ou seja, a
degradacgao do colageno supera a sintese. Essa remodelagdo do colageno é a

responsavel pela mudanga de aparéncia, textura e elasticidade da cicatriz. Ha
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uma reposicao de fibras colagenas onde o colageno do tipo Il € substituido por
colageno tipo | em resposta ao “stress” mecanico até atingir caracteristicas
semelhantes as do tecido anterior a lesdo. A neovascularizagdo diminui
gradualmente, levando a uma cicatriz final mais avascular esbranquigada,
determinando entdo o final da fase de remodelagem, e do processo de reparo
tecidual (ROBBINS et al., 2008). Um possivel desequilibrio entre a producao e
destruicdo do colageno ocasiona patologias tanto por excesso de deposigcéo
colagena (queléide) como defeitos na cicatrizaggo (MANDELBAUM et al.,
2003).

A qualidade final do tecido cicatricial e as respostas aos desequilibrios
na producdo do colageno, que podem resultar em cicatrizes mais ou menos
resistentes, estdo relacionados com mecanismos de sintese, e ativacao de
fatores descritos como citocinas. As citocinas sao fatores de crescimento que
exercem fungdes importantes na angiogénese, na indugdo ou inibicdo da
diferenciagao celular atuando como agentes quimiotaticos na transformacao ou
indugao da sintese de proteinas (FIDDES et al., 1991).

Dentre os fatores de crescimento, os que parecem ter mais destaque na
cicatrizagdo das feridas sdo os fatores de crescimento de fibroblastos (FCF).
(FIDDES et al., 1991). Estudos envolvendo o uso tépico do fator beta de
crescimento do fibroblasto (FCFb) demonstram que sua ac&o produz uma
epitelizagdo mais rapida, uma intensa neovascularizagdo e uma deposi¢cao do
colageno na matriz extracelular, mesmo na presenca de infeccdo (MCGEE et
al.,1988), e suas funcdes proliferativas e angiogénicas, ndo possuem efeito
sistémico. Intensificando a maturag&o do colageno (ONO, 2002; MAZUE et al.,
1991).

O fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) é liberado
imediatamente apds o trauma, atraindo neutréfilos, macréfagos, fibroblastos,
plaquetas e linfocitos, estimulando estas células a se multiplicarem, e
sintetizarem o fator beta transformador de crescimento (TGF- ) (ROSS &
BENDITT, 1961). Estudos analisando a acdo do TGF- B, evidenciaram sua
estimulacdo em fungbes como quimiotaxia para macréfagos e fibroblastos,
estimulacao da divisdo de fibroblastos quando usado em baixas concentragdes,

e estimulacdo da diferenciacdo de fibroblastos quando utilizado em altas
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concentracdes. Aliado a esses efeitos, o TGF- B, diminui a sintese de
colagenase pelos fibroblastos diminuindo a degradagao da matriz, estimulando
a angiogénese e a fibrose, além de ser um potente estimulador da produgao da
matriz conectiva pelos fibroblastos e miofibroblastos (WEN et al., 2002).

As citocinas como mediadores de multiplas funcdes, estimulam a
iniciacdo de processos bioldgicos como a inflamacdo e a cicatrizagdo. As
citocinas pr6 inflamatérias como, interleucina-1b (IL-1b), interleucina-6 (IL-6)
fator a de necrose tumoral (TNF- a), exercem papéis chave importantes, em
decorréncia de suas interagdes com outros mediadores. A rapida estimulacao
através de concentragdes minimas e um pequeno tempo de duragdo de suas
atividades caracterizam a regulagdo autocrina e paracrina desses peptideos.
S&o produzidas por uma variedade de tipos celulares como, macréfagos,
trombdcitos e queratindcitos. As caracteristicas e a quantidade dessas
citocinas presentes no local lesado, servem como parametro para a avaliacao
da vitalidade e do tempo da cicatriz, tanto na fase aguda, como na fase tardia
do processo de raparagao tecidual (GRELLNER et al., 2000).

O fator alfa de necrose tumoral (TNF-a), € uma citocina que esta
envolvida nos componentes celulares da inflamacao, sendo importante para o
inicio a resposta ao trauma além de ser quimiotatico para a inflamacgao. Niveis
tissulares regulares de TNF- a, exercem efeito paracrino local importante, na
resposta apropriada de reparagao tecidual. Fisiologicamente, o (TNF-a) esta
presente na ferida 12hs apds o trauma e possui sua concentragdo mais
elevada apos 72 hs (FEIKEN et al., 1995). Seus efeitos incluem hemostasia,
aumento da permeabilidade vascular e proliferacdo do endotélio. Por outro
lado, a producdo excessiva de TNF-a, pode levar a efeitos clinicos como
faléncia multissistémica de 6rgdos, e aumento de morbidade em doencgas
inflamatdrias (GIRARDIN et al., 1988). Embora o TNF-a parega ser essencial
na resposta inflamatéria aguda exigida para a cicatrizacdo de feridas, em
experimentos in vitro sua permanéncia local resultou em alteracbes na
maturagdo da ferida, aumentando a deposicdo de colageno na matriz
extracelular, (SCHIRREN et al., 1990). Em contraste, estudos evidenciaram

que o TNF-a reduz o crescimento do tecido de granulagdo apds 7 dias de
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lesdo, de forma dose dependente, embora esse efeito ndo se mantenha do 14°
ao 21° dia pos trauma (RAPALA et al., 1991).

Assim como o TNF-a, a interleucina-1(IL-1), uma citocina pro-
inflamatoria de fase aguda, promove a ativagdo de neutréfilos, regula
moléculas de adesdo e induz quimiotaxia (FONG & LOWRY, 1996). Os niveis
dessa citocina sao detectaveis nas primeiras 24 hs obtendo seu pico em 72 hs,
declinando ao longo da primeira semana. A IL-1 induz a secregdo de outras
citocinas pro inflamatoérias por outros tipos celulares (GORETSKY et al., 1996;
FAHEY et al.,, 1990). Sua agao se estende a fase proliferativa, estimulando a
producao de colageno, o crescimento do fibroblasto e do queratinécito. Por
outro lado, estudos demonstraram que a presenca de niveis elevados de IL-1
além da primeira semana, pode resultar em deficiéncia na cicatrizacio
(TRENGOVE et al., 2000; BARONE et al., 1998).

A interleucina-2 (IL-2) é uma importante citocina produzida por linfécitos
e envolve a ativagao de células T, incrementando o metabolismo do fibroblasto
(ZHANG et al., 2007). Estudos recentes sugerem o incremento de moléculas
de adesao e o recrutamento de leucdcitos para o local da inflamagao através
de sua acao (MACEDO et al., 2007)

A interleucina-6 (IL-6) mostrou ser um potente estimulador da
proliferacdo de fibroblastos, através da administragdo de anticorpos seletivos
de anti IL-6, como também ativadora da fosfatase derivada de célula endotelial,
uma importante enzima que atua na prevencgao de isquemia em feridas agudas
(MATEO et al.,, 1994; GALLO et al., 1997; GUPTA et al., 2007). No interior
dessas feridas, a IL-6 também é secretada por polimorfonucleares (PMN) e
fibroblastos, estimulando a proliferagdo dessas células tanto que seu numero
em protocolos experimentais se iguala ao dos PMN na contagem de células
locais produzidas fisiolégicamente em resposta ao trauma tecidual. Em feridas
experimentais, a II-6 €& detectavel em 12 hs, podendo existir em altas
concentragdes apos uma semana (TURNER et al., 2007).

Outra importante interleucina pré inflamatéria secretada por macréfagos
e fibroblastos, que se segue ao trauma é a interleucina-8 (IL-8). Apresenta
concentragdo maxima nas primeiras 24 hs, produzindo quimiotaxia de

monécitos e PMN, aumento na expressdo de moléculas de adesido e
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desgranulagcédo de mastdcitos. In vivo, a IL-8 aplicada topicamente em enxertos
de pele humana em um modelo experimental, aumentou a reepitelizagao
devido a um aumento do numero de queratinécitos mitéticos quando
comparada com o controle (RENNEKAMPFF et al., 2000). Em contrapartida, a
presenca de niveis elevados de IL-8 em feridas retardadas de queimaduras,
parecem inibir a replicacéo de queratindcitos, achados esses que sugerem que
a IL-8 pode desempenhar importante papel na maturacdo de queratindcitos,
porém niveis elevados podem ser prejudiciais (IOCOMO et al., 2000).

O interferon (IFN-y), outra citocina pré inflamatéria, é secretada
primeiramente por linfécitos T e macrofagos, incrementando a ativagao de
PMN, e macrofagos. Estudos demonstraram que seu efeito provoca um
aumento da citotoxidade, reduzindo a contracdo local da ferida porém auxilia a
remodelagem tecidual (TREDGET et al.,, 2000; BROKER 1996). Seu uso €&
indicado em cicatrizes hipertréficas, pois sua acdo aumenta a producdo de
colagenase. Experimentalmente mostrou ser prejudicial a reepitelizagado e a
resisténcia da ferida, tanto quando aplicada topicamente como sistemicamente,
de maneira dose dependente (MILES et al., 1994; FU et al., 1995).

A interleucina-4(IL-4) é uma citocina produzida tanto por macréfagos
residentes, por basodfilos, quanto por células T. Seus principais efeitos incluem
a inibigao de citocinas pro inflamatorias pelos macrofagos (TNF-a, IL-1 e IL-6),
e a proliferacao de linfécitos B e producéo de (IgE) imunoglobulina E. A IL-4
pode estimular a sintese de proteoglicanos e de fibroblastos em feridas
(CHOMARAT & BANCHEREAU, 1997; TRAUTMANN et al., 2000; KHALED et
al., 2007).

Além das acbdes mediadas pelas citocinas, outros fatores interferem na
cicatrizacdo como a desnutricdo uma vez que esta acarreta hipoalbuminemia,
caracterizada por uma caréncia de vitaminas, principalmente A, B e C que além
de fortalecer o sistema imunoldgico contribuem para uma boa cicatrizagdo. A
queda do sistema imunolégico favorece a infec¢do, que prejudica a cicatrizagéo
por causar morte celular aumentando o grau de lesao tecidual. Patologias tais
como diabetes, hipertensdo e toda gama de disfungcdo metabdlica também

geram ma cicatrizagdo, uma vez que comprometem a perfusdo dos tecidos,
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levando uma menor oferta de oxigénio as células inibindo o metabolismo
celular (MANDELBAUM et al., 2003).

Ainda como fatores prejudiciais a cicatrizagdo, podemos citar os
anticoagulantes, glicocorticéides e agentes antineoplasicos. As drogas
anticoagulantes promovem sangramentos e formacado de hematomas. Os
Corticosterdides inibem muitos dos aspectos da cicatrizagao, pois diminuem a
inflamacédo, a sintese de proteinas e colageno, e a proliferacdo epidérmica.
Interferem ainda nos mecanismos de defesa do hospedeiro promovendo o
catabolismo do colageno (RANG, 2001). A exposi¢cao a radiagdo é outro fator
que impede a divisdo celular, além de causar vasculite e fibrose que leva o
tecido a ma perfusdo e hipoxia sendo também fator prejudicial a boa
cicatrizagdo das feridas (MANDELBAUM et al., 2003).
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2. Objetivos

OBJETIVO GERAL:
Analisar os efeitos do 6leo essencial de Croton zehntneri Pax et Hoffm e
seu constituinte o anetol, sobre a resposta inflamatéria na fase aguda do

processo de cicatrizagao.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Analisar os efeitos do uso tépico do dleo essencial de Croton zehntneri
Pax at Hoffm e seu constituinte o anetol em modelos de ferida aberta.

Analisar os efeitos do 6leo essencial de Croton zehntneri Pax et Hoffm e
seu constituinte o anetol na reagéo inflamatoria, no tempo de cicatrizagéo, e na
qualidade da cicatriz.

Analisar os efeitos do 6leo essencial de Croton zehntneri Pax et Hoffm e
seu constituinte o anetol na redugao da area das feridas.

Comparar os efeitos do 6leo essencial de Croton zehntneri Pax et Hoffm
e seu constituinte o anetol na resposta inflamatoria e na reducao da area das

feridas.
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3. Importancia e justificativa

Desde as civilizagbes antigas, as plantas medicinais tém sido
tradicionalmente usadas para promover o alivio de doengas. No decorrer dos
anos, os produtos naturais se tornaram amplamente utilizados no
desenvolvimento de drogas terapéuticas de importancia significativa, na
medicina moderna (CRAGG et al., 1997; DE SMET et al., 1997; SHU, 1998), de
forma que uma grande parte dessas drogas sado derivadas direta ou

indiretamente de plantas

A terapéutica farmacolégica de algumas afecgdes, e de processos pos
cirurgicos além de muitas vezes inadequada € ainda inacessivel a uma parcela
da populagao, pelo alto custo financeiro, portanto, pesquisas que envolvam
possiveis alternativas terapéuticas utilizando matérias-primas locais, sao
necessarias, por buscarem meios que possibilitem um maior acesso

terapéutico a populacao.

O laboratério de fisiologia experimental, LAFIEX, vem estudando, ao
aspectos farmacolégicos de d6leos essenciais de algumas plantas usadas na
medicina popular da nossa regido, buscando caracterizar seus efeitos bem
como de seus constituintes isolados. O C. zehntneri, € uma das plantas em
cujo estudo do 6leo essencial o laboratério vem investindo. A agédo anti-
inflamatoéria (OLIVEIRA, 2001) e anti-ulcerogénica (BARRETO, 2005) ja
demostrada do OECz, se associa a sua possivel acado cicatrizante difundida
pelo uso popular.Essas evidéncias nos levaram a investigar sua acédo como
agente cicatrizante no reparo tecidual, uma vez que na literatura, ndo existem
dados a respeito desse efeito terapéutico.

Essa especificidade acima mencionada adquire importancia especial
uma vez que a resposta ao trauma evidenciada por BARRETO, (2005), &
similar a resposta ao trauma tecidual objeto de nosso estudo, existindo ainda a
vantagem do OECz ser um agente modulatério da resposta inflamatéria como
descrito por OLIVEIRA, (2000) ,uma vez que a inflamagdo €& um requisito

importante para o reparo tecidual.
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4. Material e métodos

4.1. Drogas utilizadas

OECz extraido das folhas de plantas coletadas no dia 16 de maio de
2004 as 05:00 hs na cidade de Vigosa - Ceara, no laboratério de quimica da
UECE, por destilagdo e arraste a vapor d’agua. A amostra do 6leo usada
neste estudo foi analisada no Parque de Desenvolvimento Tecnoldgico do
Ceara (PADETEC), por cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM), e contém (em % do peso do 6leo): anetol, 81,9%; estragol,
2,90%; 1,8-cineol, 0,88%; pB-mirceno, 0,83%; trans-cariofileno, 1,48%; ocimeno
(E)-beta, 0,23%; beta-elemento, 0,32%; alloaromadendreno, 0,29%;
germacreno D, 1,77%; biciclogermacreno, 6,30%; espatulenol, 1,20% e
globulol, 0,41%. (Tabela 1). Uma amostra excicata (# 27477) esta depositada
no Herbario Prisco Bezerra (UFC).

Anetol de pureza analitica, procedente da SIGMA-ALDRICH BRASIL
Ltda,

O polimero sintético com propriedade termogel / surfactante n&o-iénico
Pluronic F-127 (oxido polietileno — oxido polipropileno — oxido polietileno) ou
(PEO-PPO-PEOQ), procedente da SIGMA-ALDRICH BRASIL Ltda. (KHALIL et
al., 2006).

Foram usados como anestésicos Rompum (cloridrato de xilazina),
procedente da Bayer do Brasil. S.A. Sdo Paulo SP, e Dopalen (cloridrato de
ketamina), procedente da Agribands Paulinea SP.

Fibrase ® (fibrinolisina, desoxirribonuclease) FCFb 5ng, procedente da
Aché Laboratoérios Farmacéuticos AS.

Dexametazona (Acetato de dexametazona) creme, procedente do

laboratorio

4.1.1.Preparacéo das doses

O gel plurdnic foi preparado em agua destilada a 10% ).
O OECz e o anetol, foram preparados nas concentragdes de 2%, 10% e

20%, por incorporagdo no gel de plurénic ww) 0 qual serviu como veiculo base
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para as formulagdes. Essas misturas foram homogeneizadas por agitacéo
manual seguida de sonificacdo e acondicionadas em frascos escuros os quais

estiveram mantidos fechados e sob refrigeracéo a 6 °C, antes do uso.

CONSTITUINTE QUIMICO CONCENTRACAO NO OLEO (%)
Anetol 81,9
Estragol 2,90
1,8-cineol 0,88
B-mirceno 0,83
Ocimeno (E)-beta 0,23
Beta-elemento 0,32
Trans-cariofileno 1,48
Alloaromadendreno 0,29
Germacreno D 1,77
Biciclogermacreno 6,30
Espatulenol 1,20
Globulol 0,30
Total identificado 98,40

Tabela 1: Constituintes quimicos do 6leo essencial do Croton zehntneri Pax et Hoffm.

4.2. Animais de experimentacao

No presente estudo foram utilizados 180 camundongos Swiss, fémeos
pesando entre 25-30 4 com idade entre 12 a 16 semanas provenientes do
Biotério da Universidade Federal do Ceara - UFC e mantidos na sala de
quarentena do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas da UECE.

Os animais foram mantidos a temperatura de 23 £ 1 °C, em ciclo claro/
escuro de 12h e tratados com agua e ragao ad libitum. Os protocolos
experimentais foram desenvolvidos durante a fase clara do ciclo e realizados

de acordo com as orientagdes para os cuidados com animais de laboratério e
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principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual do Ceara — UECE, conforme o parecer de n°
07227619-3.

ApOs a realizacdo dos experimentos, os animais foram sacrificados por

deslocamento cervical e descartados como lixo hospitalar para incineragao.

4.4. Experimento in vivo - Modelo de Ferida Aberta

Apos pesados, os animais foram submetidos a anestesia injetando-se
por via intramuscular, na regido do musculo biceps femoral, uma solu¢ao
constituida pela associacdo de quetamina (60 mgxg) € xilasina (10 mgig) Na dose
de 0,2  da solugdo para cada1004 de peso do animal.

Em seguida, os animais foram imobilizados sobre uma prancha cirurgica,
em decubito ventral mediante a fixagdo de seus membros craniais e caudais
com fita adesiva para a realizagdo da tricotomia da pele da regido dorsal e
assepsia da mesma com solugao degermante de polivinilpirrolidona-iodo.

O ato operatodrio foi iniciado apds o animal atingir plano anestésico, no
qual o reflexo de retirada da pata em resposta ao estimulo doloroso esteve
abolido.

Para a demarcacdo da pele a ser retirada, utilizou-se um “punch”
metalico com lamina cortante na sua borda inferior, seguida da retirada de
fragmentos cutaneos bilaterais com 0,7., de 4rea, a aproximadamente 0,5 ¢,
da linha média na regido dorsal inferior atingindo derme e tela subcuténea
expondo a fascia muscular dorsal. A retirada de fragmentos bilaterais
possibilitou a analise do efeito sistémico das drogas utilizadas, onde a ferida de
um lado foi usada como controle da ferida contralateral.

A regido ficou exposta para que se procedesse ao processo de
reparacgao tecidual, mediante o tratamento com o OECz, o anetol, os controles
positivo (fibrase) e negativo (dexametazona) e as observacgdes diarias para a

avaliacdo macroscépica.
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4.4.1. Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 9 grupos, 1 para cada
concentragdo a ser testada, em igual numero (n=6), apds identificados com
marcagdes na cauda.

GRUPO I Controle — Administragdo de salina (ferida direita - D) e
administragdo isolada do veiculo PF127 a10% ww) (ferida esquerda - E).

GRUPO 1I: Animais tratados com OECz 2% incorporado ao veiculo
PF127 a10% ww) (ferida D), e administracdo isolada do veiculo (ferida E)

GRUPO IlI: Animais tratados com OECz 10% incorporado ao veiculo
PF127 a10% ww) (ferida D), e administracdo isolada do veiculo (ferida E)

GRUPO 1V: Animais tratados com OECz 20% incorporado ao veiculo
PF127 a10% ww) (ferida D), e administracdo isolada do veiculo (ferida E)

GRUPO V: Animais tratados com anetol 2% incorporado ao veiculo
PF127 a10% ww) (ferida D), e administragdo isolada do veiculo (ferida E).

GRUPO VI: Animais tratados com anetol 10% incorporado ao veiculo
PF127 a10% ww) (ferida D), e administragdo isolada do veiculo (ferida E).

GRUPO VII: Animais tratados com anetol 20% incorporado ao veiculo
PF127 a10% ww) (ferida D), e administragdo isolada do veiculo (ferida E).

GRUPO VIII: Controle negativo — Animais tratados com dexametazona
(ferida D) e administragéo isolada do veiculo PF127 a10% ww) (ferida E).

GRUPO IX: Controle positivo — Animais tratados com fibrase 54 (ferida
D), e administrag&o isolada do veiculo PF127 a10% ww) (ferida E).

Durante as etapas experimentais, os animais foram mantidos em gaiolas
metabdlicas em ambiente com controle de temperatura e ciclo noite/dia bem
definido, alimentados com ragdo prépria para espécie ad libitum e agua a
vontade.

Apos a divisdo dos grupos, as feridas foram fotografadas por camera
fotografica digital, respeitando-se sempre o mesmo angulo e distancia, para o
calculo das suas respectivas areas no tempo zero. O calculo das areas foi feito
através do software “Scion image” 4.0.3.2, a partir das fotos das feridas.

Para a aplicagao topica do OECz e anetol sobre as feridas, foi utilizada

uma seringa de 1, como dosador. Em cada animal a ferida do lado direito
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serviu como experimental e a ferida do lado esquerdo foi utilizada como
controle, sendo tratada apenas como veiculo.

Todos os animais envolvidos no experimento foram observados, e
tratados diariamente, duas vezes ao dia, obedecendo sempre 0 mesmo
horario, e o volume aplicado sobre as feridas (0,1), durante os dias
necessarios para a realizagdo dos protocolos experimentais. A evolugcdo da
cicatrizagdo foi observada na fase inflamatoria (3 dias), na fase de fibroplasia (7
dias) e na fase de remodelacéo (15 dias).

Posteriormente, no 3° 7° e 15° dias de tratamento, as feridas foram
novamente fotografadas para o calculo de suas areas.

Os animais foram entdo anestesiados como no procedimento cirurgico
anterior, com o objetivo de proceder-se a ressecag¢ao dos retalhos da regido
contendo as cicatrizes. Os tecidos retirados foram fixados em formol 10%
tamponado para processamanto e preparagao das laminas histolégicas. Em

seguida os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

4.1.2. Analise macroscopica

Alguns critérios foram estabelecidos para a observacdo dos sinais
clinicos da reagao inflamatodria local, com a finalidade de uma avaliagéo
objetiva e criteriosa para todas as cicatrizagdes.

A presencga de coagulo foi observada nas primeiras 24h apés a cirurgia,
e estabelecido os seguintes parametros analiticos:

Coagulo presente;

Coagulo ausente.

A presenca de edema e exsudato foi observada nos 3 primeiros dias de

poOs-operatorio, e estabelecido os seguintes parametros analiticos:

-grau 0 = auséncia de edema; -grau 0 = auséncia de exsudato;
-grau 1 = edema leve; -grau 1 = exsudato leve;

-grau 2 =edema moderado; -grau 2 =exsudato moderado;
-grau 3 = edema intenso. -grau 3 = exsudato intenso

A presencga de crosta foi observada a partir do 3° dia de avaliagédo e

estabelecido os seguintes parametros analiticos:
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Crosta presente;

Crosta ausente.

A presenca de tecido de granulagao foi observada nos 7 primeiros dias
de pds-operatério e estabelecido os seguintes parametros analiticos:

-grau 0 = ausente;

-grau 1 = presenca de leve tecido de granulagao;

-grau 2 = presencga de moderado tecido de granulagio;

-grau 3 = presenca de intenso tecido de granulagao.

Para a analise da area das feridas, foram comparadas as medidas
obtidas no tempo zero e nos tempos de 3, 7 e 15 dias. As fotografias foram
feitas por cadmera digital Mitsuca DS7373BR, respeitando-se sempre a mesma
distancia e angulo através da utilizagdo de um suporte apropriado. As medidas
dos areas no tempo final de cada protocolo, foram utilizadas como parametro

para a avaliagcado da evolucao da cicatrizagao.

4.1.3. Analise microscopica

A parte remanescente de cada fragmento de pele foi fixada em formol a
10%, desidratada em solugdes crescentes de alcool etilico e diafanizada em
xilol, e posteriormente fundida para impregnagao. Em seguida, foi feita inclusdo
do material em parafina a 56°C apropriadamente orientado para a realizacéo
dos cortes. Apos seu resfriamento e solidificacédo, o bloco foi aparado com faca,
dando-lhe a forma de retangulo, e identificado. O micrétomo rotativo foi usado
para a confeccédo de cortes do material com 5m de espessura cada, que foram
distendidos sobre laminas a temperatura de 42°C; cada lamina foi levada com
o respectivo corte a estufa (56°C) para escorrer a parafina e aderi-la (RECIO et
al., 2000).

Os cortes assim obtidos de cada bloco foram distintamente corados
pelos métodos hematoxilina-eosina (HE), para caracterizar morfologicamente a
célula e pelo método Tricrémicro de Masson para caracterizar o colageno.

Os critérios adotados para estudo histolégico do processo da
cicatrizagdo visaram a regeneracdo da camada serosa, caracteristica da

reacdo inflamatdria e caracteristicas do infiltrado inflamatério, se do tipo
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polimorfonuclear ou mononuclear. O tecido de granulagdo foi observado em
suas caracteristicas como intensidade de proliferacdo de pequenos vasos,
fibroblastos e macréfagos. Para avaliagdo da espessura da epiderme foi
utilizada lente ocular graduada. A infiltragédo celular (leucécitos) foi avaliada em
areas representativas em aumento de 100 e/ou 400x.

Nas laminas coradas com o Tricbmio de Masson, foi observado a
intensidade e caracteristica da proliferagdo de fibras colagenas na cicatriz.

Para a avaliacdo histolégica utilizou-se microscépio Optico marca
Olympus® modelo CH 30, adaptado com uma ocular histométrica Karl Zeiss
Jena® modelo GF — P 10x, nos aumentos de 4, 10 e 40. Em cada lamina foram
observados cinco campos, aleatérios. Contou-se o numero de fibroblastos,
fibras colagenas e vasos sanguineos. e leucécitos. Para auxiliar na contagem,
utilizou-se um contador eletronico de células sanguineas marca KACIL®
modelo CCS-01.

4.5. Andlise estatistica

As diferengcas histologicas entre o0s grupos foram avaliadas
estatisticamente, se utilizado a analise de variancia (ANOVA). Os resultados
dos parametros da analise macroscopica, foram expressos em percentual do
controle no tempo zero, como média + erro padrdo da média e comparados
através do calculo das areas obtidas do grupo controle no tempo zero. Os
demais resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média,
onde n=6 representa o numero de animais por grupo. Foram considerados
estatisticamente significantes os resultados que apresentaram probabilidade de
ocorréncia da hipotese de nulidade menor que 0,05% (p<0,05). Para
comparagao das médias foram utilizados Analise de Variancia - ANOVA e
testes paramétricos e ndo paramétricos. As significancias estatisticas foram

determinadas usando-se o SigmaStat Version 11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliagao macroscdpica

5.1.1. Coagulo

A andlise macroscoépica teve inicio logo apos a realizagéo das feridas,
onde as mesmas foram cuidadosamente observadas quanto a presenca dos
aspectos referentes a fase inicial do reparo tecidual como a formagao de
coagulo sanguineo. Durante o procedimento cirurgico, a técnica utilizada para a

confeccdo das feridas através do “punch”™, se deu de forma cuidadosa,
objetivando-se a prevengao de sangramentos. Dessa forma a hemostasia
ocorreu de forma fisiolégica, impedindo a formagéo de coagulos. A auséncia do

codagulo, portanto, foi observada nas feridas de todos os grupos experimentais.
5.1.2. Edema

O edema representa um aspecto importante do processo de cicatrizagao
e foi evidenciado inicialmente logo no primeiro dia do pds-operatério,
apresentando uma intensidade leve nas lesdes de todos os grupos
experimentais. De acordo com a figura 8, o tratamento tépico com o anetol 2%
durante 3 dias, ndo teve efeito significativo sobre o edema nas feridas. As
feridas tratadas com o anetol 20% apresentaram um aumento gradual na
intensidade do edema até o terceiro dia de pds-operatorio. Os animais tratados
com anetol 20% apresentaram uma maior intensidade no edema em
comparagao com os demais grupos, embora nao tenha sido significativo com
relacédo ao grupo controle e ao grupo tratado com o OECz 10% e anetol 10%.
Conforme mostrado na figura 8, ao final do terceiro dia de tratamento, podemos
observar uma redugdo do edema existente, pelo efeito do tratamento com o
OECz10% e 20%. Essa diferenca se tornou mais evidente no terceiro dia,
quando observamos que apenas 33,3% das feridas tratadas com OECz 20%
apresentaram edema, com caracteristicas leve. De forma similar a
dexametazona reduziu a intensidade do edema nessa fase do processo
cicatricial, o que ja era esperado pelo seu efeito anti-inflamatério ja amplamente

conhecido. Em oposi¢cdo, 100% das feridas tratadas com anetol 20%
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apresentaram edema intenso, sendo essa diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo controle que apresentou edema com
caracteristicas de leve a moderado, P = < 0,001 Student-Newman-Keuls
Method)

A avaliagdo macroscopica da intensidade do edema observada do 1° ao
3° dia de tratamento esta demonstrada na tabela 2. De acordo com os escores
atribuidos, as feridas tratadas com dexametazona, OECz 10% e 20%,
apresentaram uma reducao significativa do edema, enquanto que as feridas do
grupo fibrase apresentaram um edema moderado quando comparadas aos
outros grupos. Essa diferencga foi estatisticamente significativa no terceiro dia
de pds-operatdrio onde se observa que o OECz 20% diminuiu a intensidade do
edema em feridas cutaneas experimentais (P = <0,001 Student-Newman-Keuls
Method).
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intensidade do edema (média- escore )

C(T3) OE2%an2%  OE10%anl0% OE20%an20% fibrase dexamet

Figura 8 - Efeito tépico do oecz e anetol no edema presente em ferida aberta de
camundongos com 3 dias de tratamento. Gréafico mostrando o efeito do OECz e anetol sobre
o0 edema em ferida aberta tratada por 3 dias. As colunas representam a média dos escores
atribuidos a intensidade do volume da lesao tumefeita. As barras verticais representam o erro
padrédo da média. C(T;) representa o grupo controle salina. Fibrase representa o controle
posotivo e dexametazona representa o controle negativo. * P = <0,00, estatisticamente
significativo em relagdo ao controle (CT3), # P = <0,001 estatisticamente significante em
relagao a fibrase, Student-Newman-Keuls Method.

38



GRUPOS (n=6) MEDIA escores *  ERRO
SALINA 3 dias 2,6 + 021
0ECz 2% 3 dias 2,6 + 0,21
ANETOL 2 % 3 dias 2,3 + 0,21
OECz 10% 3 dias 0,6 + 0,21* #
ANETOL 10% 3 dias 2,6 + 021
OECz 20% 3 dias 0,3 + 0,21* #
ANETOL 20% 3 dias 3,0 + 0.00
FIBRASE 3 dias 15 + 0,22%*
DEXAMETAZONA 3 dias 0,3 + 021*#

Tabela 2- Presenca de edema em ferida aberta de camundongo animais com 3 dias de
tratamento. Avaliagdo macroscopica das lesbes tratadas topicamente durante 3 dias com
0,1mL de salina (C) , OECz 2%, 10%, 20%, anetol 2%, 10%, 20%, fibrase e dexametazona .
Os resultados sao reportados pela (média + erro) dos escores atribuidos a intensidade do
volume da lesdo tumefeita: Auséncia de edema (1) ; Edema leve (2); Edema moderado (3): e
Edema intenso (3) (n = 06). * P = <0,001 estatisticamente significativo em relagao ao controle
(CTs;), # P = <0,001, estatisticamente significante em relacao a fibrase, Student-Newman-Keuls
Method.

5.1.3. Exsudato

O exsudato se apresentou como um sinal clinico caracteristico da fase
inflamatoria de forma moderada no inicio do tratamento. A partir do segundo
dia de pds-operatério, os grupos tratados com OECz 10%, OECz 20%,
anetol10% e dexametazona ja mostraram uma perceptivel redugédo na
formagdo do exsudato inflamatério com relagdo aos outros grupos
experimentais, ao grupo controle salina e as feridas controles correspondentes.
No final do 3° dia essa diferenga foi estatisticamente significante em relagdo ao
grupo controle que apresentou exsudato com caracteristicas de leve a
moderado Student-Newman-Keuls Method, P = <0,001. As feridas tratadas
com OECz 20% e dexametazona foram se tornando secas de forma que ao
final do terceiro dia, o exsudato se tornou imperceptivel na maioria das feridas
desses grupos, como podemos observar na figura 9. A resposta ao tratamento
com a dexametazona, ja era previsivel pelas propriedades anti-inflamatérias ja

conhecidas da mesma. No terceiro dia de observacéo os grupos tratados com
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fiborase, OECz 2%, OEcz 10%, e o grupo controle salina apresentaram lesdes
com caracteristicas exudativas moderadas, quando comparados ao grupo
tratado com anetol 20%. Conforme podemos observar , as feridas tratadas com
anetol 20%, apresentaram exsudato intenso desde o 1° dia de pds-operatorio,

prolongando-se até o 3° dia.

As observacodes diarias nos permitiram perceber que as feridas tratadas
com o anetol10% reduziram a formagao do exsudato em comparagdo com o
uso tépico do anetol 2% e 20%, diferengca que foi evidenciada ao final do

terceiro dia de observagdo, como demonstrado na figura 9 e figura 28.

Conforme esta demonstrado na tabela 3 as feridas tratadas com anetol
2% apresentaram exsudato com caracteristicas moderadas, enquanto que as
feridas tratadas com anetol 10% apresentaram exsudato com caracteristica
leve, sendo essa diferenca estatisticamente significante em relagao ao controle,
Student-Newman-Keuls Method P = <0,001.

40



'g *
N
o 2
ol
°
=)
o)
0
2
1_
z
g *
E
(0]

T C(T3) OE2%an2% OE10%an10% OE20% an20% fibrase dexamet

Figura 9 - Efeito tépico do OECz e anetol no exsudato presente em ferida aberta de
camundongos com 3 dias de tratamento. Gréafico mostrando o efeito do OECz e anetol sobre
o exsudato em ferida aberta tratada por 3 dias. As colunas representam a média dos escores
atribuidos a intensidade da presenca do exsudato inflamatério. As barras verticais representam
o erro padrdo da média. C(T;) representa o grupo controle salina. * significante em relagéo ao
controle, Student-Newman-Keuls Method P = <0,001.
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GRUPOS (N=6) MEDIA escores + ERRO

CTRL (SALINA) 3dd 23 + 021
OECZ 2% 3dd 23 021
ANETOL 2% 3dd 23 + 021
OECZ 10% 3dd 20 + 0,00
ANET 10% 3dd 08 + 016*
OECZ 20% 3dd 01 + 016*
ANET 20% 3dd 30 + 000*
FIBRASE 3dd 20 + 0,00
DEXAMET 3dd 01 + 016*

Tabela 3 - Presenca de exsudato em ferida aberta de camundongo animais com 3 dias de
tratamento. Avaliagdo macroscépica das feridas com 3 dias de tratamento tépico com 0,1mL de
salina (C) , OECz 2%, 10%, 20%, anetol 2%, 10%, 20%, fibrase e dexametazona . Os resultados
sao reportados por percentual da (média + erro) dos escores atribuidos a intensidade da presenca
do exsudato (n = 06): Auséncia de exsudato — grau 1; exsudato leve grau 2: exsudato moderado
grau 3: e exsudato intenso grau 3. * P = <0,001 significante em relagdo ao controle Student-
Newman-Keuls Method.

5.1.4. Crosta

A crosta comecou a ser formada com o exsudato filtrado da ferida que
apareceu na superficie da pele em todas as feridas, no entanto, com a auséncia
do exsudato, foi permitido observar inicialmente que as feridas dos grupos
tratados com o anetol 10%, OECz 20% e dexametazona apresentaram bordas
mais regulares e as crostas em suas feridas se mostraram em forma de uma fina
camada.

Nossa investigacdo macroscopica mostrou que houve formacédo de
crostas a partir do 3° dia de pos-operatoério nas feridas tratadas com OECz 20%

e anetol 10%. Entretanto, curiosamente notou-se um prolongamento no tempo
de permanéncia da crosta nas feridas dos demais grupos tanto que no 10° dia
de avaliagdo, em média, 66% dos animais dos grupos experimentais, ainda
apresentavam esta fina protecdo sobre as lesbes, em contraste com a
auséncia desta sobre as lesées do grupo OECz 20% e Anetol 10%. As
observagbes macroscopicas evidenciaram o desprendimento precoce das

crostas no grupo OECz 20% e anetol 10%, e uma visualizagdo precoce e
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crescente do tecido cicatricial desde o 3° dia de pds-operatorio. Além do
aspecto de menor espessura, notou-se também que as crostas do grupo
OECz 20% e Anetol 10% apresentavam uma coloragdo mais avermelhada

em comparagao ao demais grupos (Fig. 28).

Apesar da presenca de edema e exsudato nas feridas tratadas com
anetol 20%, ao final do terceiro, dia foi possivel observar a presenca de uma
espessa camada de crosta com caracteristica de umidade e coloragdao mais

palida, além da presenca de tecido de granulagao em formacéo (Fig. 28).
5.1.5. Tecido de granulacéao

Como demonstrado na figura 10, as feridas tratadas com solucao salina
apresentaram um menor desenvolvimento do tecido de granulagdo a partir do
3° dia de observacédo em relagéo aos grupos experimentais tratados com OECz
e anetol sendo essa diferenga estatisticamente significativa ao final do sétimo

dia de pds-operatorio, P = <0,001 Student-Newman-Keuls Method.

Considerando-se os escores obtidos durante a analise macroscopica,
observou-se que 100% dos animais tratados com anetol 20% e OECz 20%,
apresentaram intenso grau de tecido de granulagdo desde o 3° dia PO. Os
animais tratados com salina, OECz 2% e anetol 2%, apresentaram um tecido
de granulacdo classificado de moderado, enquanto que os animais tratados
com OECz 10%, anetol 10%, fibrase e dexametazona, apresentaram um tecido
de granulacdo de moderado a intenso quando comparados ao grupo controle

salina (Tabela 4).
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Figura 10 - Efeito tdpico do OECz e anetol no tecido de granulagdo presente em ferida
aberta de camundongos com 7 dias de tratamento. Grafico mostrando o efeito do OECz e
anetol sobre a presenga do tecido de granulagdo em ferida aberta tratada por 7dias. As colunas
representam a média dos escores atribuidos a intensidade da presengca do exsudato
inflamatério. As barras verticais representam o erro padrao da média. C(T7) representa o grupo
controle salina. *(P = <0,001) significativo em relagdo ao controle (Student-Newman-Keuls
Method).
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GRUPOS (n=6) MEDIA escores # ERRO

SALINA 7 dias 1,66 * 0,21
OECZ 2% 7 dias 2,00 + 0,00
ANETOL 2 % 7dias 2,00 * 0,00
OECZ 10% 7 dias 2,50 * 0,22 *
ANET 10% 7 dias 2,66 * 0,21 *
OECZ 20% 7dias 3,00 * 0,00 *
ANET 20% 7 dias 3,00 * 0,00 *
FIBRASE 7 dias 2,66 * 0,21 *
DEXAMET 7 dias 2,33 * 0,21

Tabela 4. Efeito topico do OECz, anetol, fibrase e dexametazona no tecido de granulacao
presente em ferida aberta de camundongos com 7 dias de tratamento - Tabela mostrando
a avaliagdo macroscopica das feridas. Os resultados foram reportados pela (média £ erro) dos
escores atribuidos a intensidade da presencga do tecido de granulagdo (n = 06): Auséncia de
tecido de granulacéo, grau 0; presenca de discreto tecido de granulacéo, grau 1; presenca de
moderado tecido de granulagéo, grau 2 e presenga de intenso tecido de granulagao, grau 3. *
P = <0, 001, significativo em relacdo ao controle Student-Newman-Keuls Method.

5.1.6. Area das feridas

A area média das feridas imediatamente apds o procedimento cirurgico
foi de 3,7 + 0,03mm? e foi tomada como controle expressa em 100% no tempo
zero (t=0). A area das feridas ao final do 3°, 7° e 15° dias do experimento, foi

expressa como percentual do controle no (t=0).

Como demonstrado na Figura 11 ndo houve diferenca estatisticamente
significativa em relagdo a area das feridas tratadas com solugéo salina e com
plurdnic 10% P = 0, 077, t-test. O pluronic ndo apresentou interferéncia na
resposta inflamatéria observada do 1° ao 15° dia do processo de reparo
tecidual. Todas as feridas tratadas com solucédo salina e com plurdénic 10%

apresentaram o mesmo comportamento durante a evolug¢ao da cicatrizagao.
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Figura 11. Efeito tépico do plurénic durante 15 dias sobre a area da ferida aberta em
camundongos. Grafico mostrando o efeito do plurdnic na area das feridas. As colunas
representam a média da area das feridas dos grupos correspondentes, expressa em percentual
do grupo controle (salina) no inicio do tratamento, considerado tempo zero. As barras verticais
representam o erro padrdo da média. P(Ts) significa grupo plurénic com 15 dias de tartamento.
C(T+4s5) significa grupo controle salina com 15 dias de tratamento. P = 0, 077, t-test.

Conforme observado na Figura 12 o efeito da fibrase e da
dexametazona sobre as feridas ao final do 15° dia de tratamento, foi o
esperado, tendo em vista a acdo classica desses medicamentos
comercialmente conhecidos. A diferenga estatisticamente significativa do grupo
tratado com fibrase em relagdo ao grupo controle salina P = <0, 001 Student-
Newman-Keuls Method, mostrou que a fibrase reduziu a area das feridas
aumentando, portanto, a contracdo das mesmas, acelerando assim a
cicatrizagdo. Essa resposta nos deu segurancga para a utilizagédo a fibrase como
controle positivo. De forma oposta com respeito a dexametazona, a diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle salina P = <0,001

Student-Newman-Keuls Method, evidenciou que seu efeito ndo reduziu a area
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das feridas. Esse resultado nos deu seguranga para utilizarmos a
dexametazona como controle negativo, uma vez que a mesma retardou a

cicatrizagao das feridas experimentais em camundongos.
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Figura 12. Efeito do tratamento tépico com fibrase e dexametazona durante 15 dias sobre
a area da ferida aberta em camundongo. Grafico mostrando o efeito da fibrase e da
dexametazona na area das feridas. As colunas representam a média da area das feridas dos
grupos correspondentes, expressa em percentual do grupo controle (salina) no inicio do
tratamento, considerado tempo zero. As barras verticais representam o erro padrdo da média.
estatisticamente significativo em relagdo ao controle salina com 15 dias de tratamento C(T+s).
* P =<0,001 teste de variancia ANOVA - Student-Newman-Keuls Method.

De acordo com a Figura 13 observamos que com 3 dias de tratamento,
houve uma diferencga significativa na area das feridas tratadas com o anetol em
relacdo ao grupo controle salina. O efeito do anetol, principalmente na dose de
10% e 20%, ndo reduziu a area das feridas ao final da fase inflamatéria no
terceiro dia de pds-operatorio, e a diferenca estatistica em relagao a dose de

2% nao foi significativa P = <0,001, Student-Newman-Keuls Method.

Como demonstrado na Figura 14, ndo houve diferenca estatisticamente
significante no efeito do OECz 2% e 10% sobre a area das feridas quando
comparadas ao grupo controle salina, porém o mesmo efeito foi significante em
relacdo do OECz 20% sobre a area das feridas P = <0,001. Conforme se pode

observar na Tabela 5, o efeito do OECz 2%, manteve 62,1 % da area das
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feridas, retardando a contragdo das mesmas. As feridas do grupo tratado com
solucdo salina, mantiveram em média 48,5% da sua area. O efeito do anetol
manteve a area das feridas em 65,1%, 77,6% e 78,2%, nas doses de 2%, 10%
e 20%, respectivamente, apresentando diferenga estatisticamente significante
na dose e 20% quando comparado ao OECz 2% P = 0,026 Dunnett's Method.
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Figura 13. Efeito do tratamento topico com anetol, durante 3 dias, sobre a area da ferida
aberta em camundongos - Grafico mostrando o efeito do anetol na area das feridas. As
colunas representam a média da area das feridas dos grupos correspondentes, expressa em
percentual do grupo controle (salina) no inicio do tratamento, considerado tempo zero. As
barras verticais representam o erro padrao da média. *P = <0,001, diferenga estatisticamente
significante em relagdo ao grupo controle salina com 3 dias de tratamento (CTs), teste de
variancia ANOVA - Student-Newman-Keuls Method.
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Figura 14 - Efeito do tratamento tépico com OECz, durante 3 dias, sobre a area da ferida
aberta em camundongos. Grafico mostrando o efeito do OECz na area das feridas. As
colunas representam a média da area das feridas dos grupos correspondentes, expressa em
percentual do grupo controle (salina) no inicio do tratamento, considerado tempo zero. As
barras verticais representam o erro padrdao da média. * (P = <0,001), diferenca estatisticamente
significante em relagcéo ao grupo controle salina com 3 dias de tratamento (CT3;). teste de
variancia ANOVA - Student-Newman-Keuls Method
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GRUPOS (N=6) MEDIA% % ERRO

C.SALINA-T=3 485 =+ 1,73
ANET 2%- T=3 651 + 537*
ANET10%- T=3 77,6 + 4,24*
ANET 20%- T=3 782 + 4,14*
OECz 2% T=3 62,1 + 4,555*
OECz 10% T=3 44,5 =+ 2,67
OECz 20% T=3 45,0 =+ 2,75

Tabela 5. Efeito do tratamento tépico com anetol e OECz, durante 3 dias, sobre a area da
ferida aberta em camundongos. A tabela mostra a area das feridas apos trés dias de
tratamento em seus grupos correspondentes. Os resultados foram reportados em percentual
da (média + erro) dos areas das feridas do grupo controle (salina) no inicio do tratamento. *
diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle salina. P = <0,001 teste
de variancia ANOVA - Student-Newman-Keuls Method,

De acordo como mostrado na Figura 15, com 7 dias de tratamento,
houve uma diferenga significativa na reducdo da area das feridas tratadas com
OECz 20%, em relacao as feridas tratadas com OECz 2%, OECz 10% e o
grupo controle P = <0,001 Dunnett's Method. O efeito do OECz 20% reduziu a
area das feridas. A area das feridas tratadas com OECz 2% e OECz 10%, nao

apresentou diferenga significativa com relagéo ao grupo controle salina.

Como mostra a Figura 16, o efeito do anetol 20%, reduziu a area das
feridas em relagdo ao grupo controle, porém, o efeito do anetol numa
concentracdo duas vezes menor (anetol 10%), durante o mesmo periodo de
tratamento, aumentou a area das feridas, retardando a contracdo das mesmas,
o que foi estatisticamente significativo em relagado ao grupo tratado com anetol
20%, P = 0,047 teste de variancia ANOVA Dunnett's Method.

Como expresso na Tabela 6, o efeito do OECz 20% no 7° dia de
tratamento, manteve a area das feridas numa média de 18,2%. O efeito do
anetol 20% manteve a area das feridas numa média de 20,6%, representando
uma diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle P =
<0,001 teste de variancia ANOVA Student-Newman-Keuls Method.
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Figura 15. Efeito do tratamento tépico com OECz durante 7 dias sobre a area da ferida
aberta em camundongos. Grafico mostrando o efeito do OECz na area das feridas. As
colunas representam a média da area das feridas dos grupos correspondentes, expressa em
percentual do grupo controle (salina) no inicio do tratamento, considerado tempo zero. As
barras verticais representam o erro padrdo da média. * P = <0,00, diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao grupo controle salina com 7 dias de tratamento (CT;), teste de
varidncia ANOVA Dunnett's Method.
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Figura 16. Efeito do tratamento tépico com anetol durante 7 dias sobre a area da ferida
aberta em camundongos. Grafico mostrando o efeito do Anetol na area das feridas. As
colunas representam a média da area das feridas dos grupos correspondentes, expressa em
percentual do grupo controle (salina) no inicio do tratamento, considerado tempo zero. As
barras verticais representam o erro padrao da média. * P = 0,047, diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao grupo controle salina com 7 dias de tratamento (CT;). teste de
variancia ANOVA Dunnett's Method.
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GRUPOS (N=6) MEDIA% ERRO

C.SALINA-T=7 339 = 281
ANET 2%- T=7 30,8 £+ 4,79
ANET10%- T=7 38,8 + 6,51
ANET 20%- T=7 20,6 + 1,01 *
OECz 2% T=7 34,5 + 3,76
OECz 10% T=7 37,0 + 0,54
OECz 20% T=7 18,2 *+ 1,25 *

Tabela 6 - Efeito do tratamento tépico com anetol e OECz durante 7 dias sobre a area de
ferida aberta em camundongos. A tabela mostra a area das feridas apds sete dias de
tratamento em seus grupos correspondentes. Os resultados foram reportados em percentual
da (média + erro) das areas das feridas do grupo controle (salina) no inicio do tratamento. *
diferenca estatisticamente significante em relagao ao grupo controle salina (T=7), (P = <0,001)
teste de varidncia ANOVA (Student-Newman-Keuls Method).

Como demonstrado na figura 17, as feridas tratadas com OECz 20%
durante quinze dias, tiveram uma reducdo bastante significativa nas suas
areas em relagao a area das feridas dos grupos tratados com OECz 2%, OECz
10% e as do grupo controle salina. Entretanto, ndo houve diferenga significativa
do efeito do OECz 2% e 10% em relagdo ao grupo controle salina P = 0,005

teste de variancia ANOVA Dunnett's Method
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Figura 17. Efeito do tratamento topico com OECz durante 15 dias sobre a area da ferida
aberta em camundongos - Gréfico mostrando o efeito do OECz na &rea das feridas. As
colunas representam a média da area das feridas dos grupos correspondentes, expressa em
percentual do grupo controle (salina) no inicio do tratamento, considerado tempo zero. As
barras verticais representam o erro padrao da média. * P = 0,005, diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao grupo controle salina com 15 dias de tratamento (CTq5). teste de
varidncia ANOVA Dunnett's Method.

De acordo com a Figura 18, as feridas tratadas com anetol 20% durante
15 dias, apresentaram a area significativamente reduzida em relagao as feridas
tratadas com anetol 2%, anetol10% e as feridas do grupo controle salina. A
acao do anetol 2% e do anetol 10% sobre a reducido da area das feridas, néo
foi significativa em relagdo a redugdo da area das feridas do grupo controle,
P = < 0,001 teste de varidancia ANOVA Duncan's Method.

Como demonstrado na Tabela 7, com 15 dias de tratamento, tanto o
OECz 20% como o anetol 20%, apresentaram diferengca estatisticamente

significativa na reducdo da area das feridas cutdneas em camundongos
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quando comparados a todos os grupos experimentais P = <0,001. O efeito do
OECz 20% reduziu a area das feridas a uma média de 6,3%. O efeito do
anetol 20% reduziu a area das feridas a uma média de 16,7%. Essa diferenca
foi estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle que reduziu a
area das feridas a uma média de 27,9%, ao grupo OECz 2% e 10% que
reduziu a area das feridas a uma média de 27,9% e 26,5% respectivamente, e
ao grupo anetol 2% e 10% que reduziu a area das feridas a uma meédia de
26,4% e 24,2% respectivamente P = <0,001, teste de varidncia ANOVA

Student-Newman-Keuls Method.
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Figura 18. Efeito do tratamento tépico com anetol durante 15 dias sobre a area da ferida
aberta em camundongos. Grafico mostrando o efeito do Anetol na area das feridas. As
colunas representam a média da area das feridas dos grupos correspondentes, expressa em
percentual do grupo controle (salina) no inicio do tratamento, considerado tempo zero. As
barras verticais representam o erro padrdao da média. * P = <0,001, diferenga estatisticamente
significante em relagdo ao grupo controle salina com 15 dias de tratamento (CT;s), teste de
variancia ANOVA Duncan's Method.
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GRUPOS (N=6) MEDIA% ERRO

C.SALINA-T =15 27,9 = 0,90
ANET 2%- T=15 264 * 1,54
ANET10%- T=15 24,2 = 1,12
ANET 20%- T=15 16,7 + 145 *
OECz 2% T=15 279 = 0,90
OECz 10% T=15 26,5 * 2,57
OECz 20% T=15 6,3 * 0,38 *

Tabela 7. Efeito do tratamento tépico com anetol e OECz durante 15 dias sobre a &rea da
ferida aberta em camundongos. A tabela mostra a area das feridas apdés 15 dias de
tratamento em seus grupos correspondentes. Os resultados foram reportados em percentual
da (média + erro) das areas das feridas do grupo controle (salina) no inicio do tratamento. *
diferencga estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle salina (T=15), (teste de
variancia ANOVA (Student-Newman-Keuls Method).

De acordo com a Figura 19, com 3 dias de tratamento, o OECz 10%,
OECz 20% e a fibrase, ndo diminuiram a drea das feridas quando
comparadas ao grupo controle. O efeito do anetol 2%, 10%, 20% e da
dexametazona foi um aumento na area das feridas de forma significativa
em relacao ao controle P = <0,001 Student-Newman-Keuls Method.
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Figura 19. Efeito toépico do anetol e OECz comparado ao efeito topico da fibrase e
dexametazona com 3 dias de tratamento sobre a area da ferida aberta em camundongos.
Grafico mostrando o efeito do anetol, OECz, fibrase e dexametazona na area das feridas. As
colunas representam a média da area das feridas dos grupos correspondentes, expressa em
percentual do grupo controle (salina) no inicio do tratamento, considerado tempo zero. As
barras verticais representam o erro padrdao da média. * (P = <0,001) significante em relagéo ao
controle, Student-Newman-Keuls Method.

Conforme expresso na figura 20, as feridas tratadas com anetol 2% e
10% e OECz 2% e 10%, ndo apresentaram reducdo em suas areas. O
tratamento com o anetol 20%, o OECz 20% e a fibrase, reduziu a area das
feridas com 7 dias de pdés-operatério. O efeito da dexametazona, aumentou a
area das feridas com 7 dias de tratamento de forma significativa, P = <0,001

Student-Newman-Keuls Method.
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Figura 20. Efeito tépico do anetol e OECz comparado ao efeito tépico da fibrase e
dexametazona com 7 dias de tratamento sobre a area da ferida aberta em camundongos.
Grafico mostrando o efeito do Anetol, OECz, fibrase e dexametazona na area das feridas. As
colunas representam a média da area das feridas dos grupos correspondentes, expressa em
percentual do grupo controle (salina) no inicio do tratamento, considerado tempo zero. As
barras verticais representam o erro padrdo da média. * P = <0,001 significante em relagdo ao
controle, Student-Newman-Keuls Method.

Como pode ser visto na Figura 21, o tratamento com OECz 2% e 10% e
anetol 2% e 10% por 15 dias, ndo reduziu a area das feridas. O efeito da
fibrase, OECz 20% e anetol 20%, reduziu significativamente a area das feridas
com 15 dias de tratamento P = <0,001. O efeito da dexametazona aumentou de
forma significante a area das feridas P = <0,001 Student-Newman-Keuls
Method.
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Figura 21. Efeito tépico do anetol e OECz comparado ao efeito tdpico da fibrase e dexametazona com
15 dias de tratamento sobre a area da ferida aberta em camundongos. Grafico mostrando o efeito do
anetol, OECz, fibrase e dexametazona na area das feridas. As colunas representam a média da area das
feridas dos grupos correspondentes, expressa em percentual do grupo controle (salina) no inicio do
tratamento, considerado tempo zero. As barras verticais representam o erro padrdo da média. * P =
<0,001 significante em relacdo ao controle, teste de variancia ANOVA, Student-Newman-Keuls Method.

5.2. Avaliagao microscopica

Para a avaliagdo microscopica do processo de reparo tecidual, foram
analisados os aspectos presentes nas fases caracteristicas do processo de
cicatrizacdo. A analise da intensidade da reacdo inflamatéria foi feita pela
observacdo histolégica das caracteristicas do infiltrado inflamatério. A
regeneragao da camada serosa foi observada pelo nivel de ceratinizagdo do
epitélio neoformado. O tecido de granulagdo foi observado em suas
caracteristicas estruturais quanto a intensidade de neoformacgao vascular e
presenca de fibroblastos e macrofagos, pela hematoxilina/eosina. A fase de

remodelagéo foi analisada em virtude da colagenogénese quanto a intensidade
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e caracteristica da proliferagao de fibras colagenas na cicatriz, tecido musculo
aponeurdtico e pele, se do tipo fibrilar, frouxo ou denso, avaliados pelo
tricrdbmicro de Masson.

Como demonstrado na Figura 22-A, com 3 dias de tratamento, o
aspecto histologico do grupo controle apresentou epitélio queratinizado, com
tecido conjuntivo organizado e discreto tecido de granulacédo. Nas Figuras 22-B
e 23-A, podemos observar que com 3 dias de PO o grupo tratado com anetol
20%, apresentou epitélio delgado, tecido conjuntivo frouxo e desorganizado,
com intenso infiltrado inflamatério, presenca de tecido de granulacdo e muitos
vasos sanguineos, com presenga de hemorragia intercelular. O grupo tratado
com OECz 20% apresentou um tecido epitelial mais espesso, com moderado
infiltrado de caracteristica mista (neutrofilos e mononucleares). A analise
histolégica revelou a presenga de intensa vascularizagao, fibroblastos pouco

fusiformes e fibras colagenas muito desorganizadas como visto na Figura 23-B.
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Figura 22. A- Aspecto histolégico do grupo controle com 3 dias de pdés-operatério. Presenca de crosta
(C), epitélio neoformado (E), tecido de granulagdo (G), a pele normal com derme (D) e epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado (Eq). H. E. 40x; B- grupo anetol 20% com 3 dias de tratamento.
Presenca de intensa hemorragia ( hemacias fora dos vasos). H. E. 100x
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Figura 23. A- Aspecto histologico do grupo anetol 20% com 3 dias de tratamento. Infiltrado
inflamatério, edema extracelular. Tecido conjuntivo frouxo e muito desorganizado. H. E. 400x;

B grupo OECz 20% com 3 dias de tratamento. Vascularizagdo intensa, moderado infiltrado inflamatério,
tecido conjuntivo frouxo. H.E. 100x; C- grupo controle com 7 dias de tratamento. Fibra coladgena (C),
fibroblasto (=) e vasos sanguineos (V). H.E. 200x; D- grupo anetol 20% com 7 dias de tratamento.
Intenso edema intercelular. tecido conjuntivo frouxo, H.E. 400x.

Com 7 dias de pos-operatorio, foi possivel observar como mostra a
Figura 23-C, que o grupo controle apresentou tecido de granulagdo com
angiogénese, fibroblastos e fibras colagenas organizadas. De acordo com a
Figura 23-D, o grupo tratado com anetol 20% apresentou intenso edema

intercelular. A analise revelou presenca de crosta no epitélio, moderado
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infiltrado inflamatdrio, intenso tecido de granulacdo com presengca de
angiogénese. Os fibroblastos se mostraram mais volumosos e pouco
fusiformes com poucas fibras colagenas desorganizadas. Como pode ser
observado na Figura 24-A, o grupo tratado com OECz 20%, apresentou epitélio
queratinizado, com leve infiltrado inflamatério e moderado tecido de granulagéo

com presenca de muitos fibroblastos e colageno desorganizado.

Com 15 dias de tratamento, as observacgdes histoléogicas do grupo
controle, evidenciaram um epitélio neoformado continuo e queratinizado, com
auséncia de células inflamatérias. Presenca de fibroblastos fusiformes com
feixes de fibras colagenas bem organizadas. A analise microscépica do grupo
anetol 20% mostrada na Figura 25-A, revelou um epitélio queratinizado, com
pouco infiltrado inflamatdrio, muitos fibroblastos fusiformes com fibras
colagenas organizadas e auséncia de granulagéo. No grupo tratado com OECz
20%, podemos observar na Figura 25-B, a presengca de um epitélio

queratinizado, com pouco infiltrado inflamatério, tecido conjuntivo de densidade

variada com presenca de fibrécitos e pouca granulacgéao.

Figura 24. A- Aspecto histolégico do grupo OECzl 20% com 7 dias de tratamento. Epitélio
queratinizado, fibroblastos. H.E. 100x; B- grupo OECz 20% com 7 dias de tratamento. Epitélio
queratinizado, fibroblastos. H.E. 100x;
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Figura 25. A- Aspecto histolégico do grupo anetol 20% com 15 dias de tratamento. Tecido conjuntivo
bem organizado, com pouco tecido de granulagdo. H.E. 100x; B- grupo OECz 20% com 15 dias de
tratamento. Epitélio delgado e queratinizado, pouco tecido de granulagdo. H.E. 100x; C- grupo controle
com 15 dias de tratamento. Epitélio queratinizado epitélio neoformado (E), tecido de granulagdo (G) e a
derme da pele normal (D) H.E. 40x; D- grupo anetol 20% com 15 dias de tratamento. Epitélio
queratinizado, fibroblastos fusiformes, fibras coldgenas organizadas. H.E. 100x.
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Figura 26. A- Aspecto histoldgico do percentual de colageno no grupo OECz com 3 dias de tratamento
TM 400x; B- Grupo anetol 20% com 3 dias de PO, TM 100x; C- Grupo anetol 20% com 7 dias de
tratamento, TM 400x; D- Grupo OECz 20% com 7 dias de tratamento, TM 100x.
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Figura 27. Aspecto histolégico da proporg¢do de colageno com 15 dias de PO. As fibras colagenas estdo
sdo visualizadas em azul. A- OECz 20%, TM 400x; B- Anetol 20%, TM 100x; C- Fibrase, 400x; D- Grupo
controle, TM 40x

A avaliacdo histométrica permitiu observar que com 15 dias de
tratamento o grupo controle apresentou em média 28,83 fibroblastos e 35,33
fibras colagenas pelos campos observados; o grupo OECz 20% apresentou em
meédia 25,50 fibroblastos e 44,83 fibras colagenas; o grupo anetol 20%
apresentou em média 24,33 fibroblastos e 39,33 fibras colagenas; o grupo
fibrase apresentou em média 21,67 fibroblastos e 42,83 fibras colagenas; o
grupo dexametazona apresentou em meédia 22,17 fibroblastos e 20,17 fibras
colagenas. A analise estatistica para o numero de fibroblastos mostrou que
houve uma diferencga significativa dos grupos tratados com anetol 2% e 10% e
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OECz 2% em relagao ao grupo OECz 20% e anetol 20%, p< 0,001, teste de
variancia ANOVA, Holm-Sidak method (Tab. 8).

Com 15 dias de tratamento, a analise estatistica para o numero de fibras
colagenas mostrou que houve uma diferenca significativa dos grupos controle,
OECz 2%, anetol 2% e 10% e dexametazona em relagdo ao grupo OECz 20%.
Os grupo dexametazona e anetol 10% tiveram uma diferenga significativa em
relacdo ao grupo anetol 20%, p < 0,001, teste de varidancia ANOVA, Holm-
Sidak method (Tab. 8).

Os dados nos mostram o efeito cicatrizante do OECz 20% e do anetol
20% em relagdo as demais doses testadas. A diferenga estatisticamente
significativa em relagdo ao numero de fibras colagenas, e a analise histolégica
qualitativa (Fig. 27), demonstra uma cicatriz de melhor qualidade e resisténcia
pela proporcdo de fibras colagenas depositadas na matriz extracelular e

estrutura de organizagao do tecido de granulagao.
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Grupos

Controle

OECz

Anetol

Fibrase

Dexamet.

Conc.

2%

10%

20%

2%

10%

20%

Dias

15

15

15

15

15

15

Fibrobastos

11,50 +0,76
24,50 + 1,69
22,83 +1,35
11,50 + 0,85
22,33+1,54
18,50+ 1,80 +
10,67 + 0,88
24,00+ 1,24
20,17+ 0,79
14,33 + 0,95
27,00+ 1,44
25,50+1,12
11,67 +0,49
20,83 +£0,95
17,00+ 1,21
*+
11,67 +0,71
20,50+ 0,99
17,00+ 0,97
*+
11,17 + 0,60
26,83 +1,85
24,33+141
12,67 +0,33
23,33+1,94
21,67 £2,11
11,50 +0,43
24,17 +2,41
22,17 +1,89

Fibras colagenas

10,17 £ 0,40
29,00 + 2,31
35,33 +1,63**
10,67 + 0,88
28,17 + 2,70
34,67 +1,91**
9,50+0,76
29,67 £ 1,05
38,17 £ 0,70**
9,33+0,71
32,50+ 1,38
44,83 +1,51
9,83 0,60
28,17 £ 2,21
28,17 £ 2,21

9,67 £0,49
28,17 £ 2,15
30,83+1,72 #

9,50+0,34
28,33+ 2,06
39,33+1,12
9,33+0,49
30,33 +1,02
42,83 £1,58
8,00+ 0,45
15,33 +1,74
20,17 £1,78 **#

Vasos
sanguineos
2,17 +0,17
3,69 +0,79
5,83+0,70
2,00+0,37
3,67 +1,02
5,00 + 0,86
1,67 +0,33
4,00 £ 0,86
5,83+0,79
1,50+0,22
5,00 £ 0,86
7,17 £ 0,60
1,67 +0,33
3,17+0,48
5,50+ 0,50

1,33+0,21
2,67+0,33
5,00 +0,37

1,50+0,22
4,33+0,84
5,67 £ 0,67
1,50+ 0,22
4,00+0,68
6,67 0,49
1,17 +0,17
3,67 £0,76
5,83+0,31

Leucdcitos

19,67 £ 0,99
15,83 +£0,79
9,83+1,19
17,67 +1,05
10,67 +2,12
7,67 £1,63
20,67 £ 0,67
15,50+ 1,26
8,50 £ 0,99
20,67 +0,61
12,83 +0,79
5,67 £1,05
23,67 £1,02
17,50+ 0,99
9,17 £ 0,87

22,50+ 0,67
19,50+ 0,76
9,17 +1,14

24,83 +0,48
19,83 £ 0,98
6,83 +1,08
19,17 + 0,60
15,17 +1,35
9,17 £0,87
17,67 £ 0,49
8,33 £0,95
6,50 + 0,92

Tabela 8. Média do nimero de células por grupos. Tabela mostrando a média do nimero de células
contadas nos grupos tratados com OECz, anetol, fibrase, dexametazona e grupo controle. * diferenca do
numero de fibroblastos estatisticamente significativa com 15 dias de tratamento em relagdo ao grupo
anetol 20%; + significante em relagdo ao grupo OECz 20%, p< 0,001 teste de variancia ANOVA, Holm-Sidak
method. ** diferenga do numero de fibras colagenas estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
OECz 20%; # diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo anetol 20%, p< 0,001 teste de
variancia ANOVA, Holm-Sidak method.
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Figura 28. Aspecto das feridas durante as fases da cicatrizagdo. A- grupos com 3 e 7 dias de tratamento;
B- grupos com 7 e 15 dias de tratamento
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6. DISCUSSAO

Este € um estudo pioneiro que comprovou a eficacia da atividade
cicatrizante do o6leo essencial do Croton zehntneri Pax at Hoffm (OECz) e do
seu constituinte majoritario o Anetol, em feridas cutaneas de camundongos. O
presente estudo observou os aspectos macroscopicos da evolucéo clinica do
processo de reparo tecidual em suas respectivas fases, envolvendo a analise

microscopica de fragmentos do tecido contendo as cicatrizes.

A capacidade de reparagao tecidual € um fendmeno observado nos
seres vivos de grande importéncia para sua sobrevivéncia quando ocorrem
lesdes acidentais ou cirurgicas. A resposta fisioldgica ao trauma de qualquer

tipo é, o edema e a inflamagao um fator importante para a cicatrizagao.

O processo de cicatrizagao envolve a migragao de células inflamatérias,
a sintese de tecido de granulacdo, a deposicdo de colageno e de
proteoglicanos e a maturagdo da cicatriz, estando associada a intensa
remodelagcdo e reposi¢cao do colageno. A medicina complementar vem sendo
utilizada como alternativa para o seu tratamento, como a utilizagao de produtos
naturais extraidos de plantas medicinais. Os 6leos essenciais que apresentam
substancias com hidroxilas fendlicas possuem atividade anti-séptica e
bactericida podendo ser utilizadas, topicamente, no tratamento de ferimentos

(MENDONCA, 2006; DARIO, 2008).

Algumas plantas medicinais largamente utilizadas de forma empirica ao
longo dos anos, passaram a receber atualmente, uma maior atencéao cientifica,
como o C. zehntneri Pax at Hoffm, popularmente conhecido como canela-de-
cunhd. O C. zehntneri € amplamente utilizado na medicina popular como
agente antiespasmédico e ganha agora validagdo cientifica como agente
cicatrizante. Estudos realizados em nosso laboratorio, com o OECz em
camundongos, evidenciaram sua atividade anti-inflamatéria e anti-
edematogénica (OLIVEIRA, 2001). O estudo de Oliveira dentre outros,
amparou nossa investigacdo sobre a acdo do OECz na fase aguda do

processo de reparo tecidual, visto que a literatura ndo refere trabalhos
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experimentais com o OECz que avaliem os aspectos histolégicos e

morfométricos da cicatrizacao.

Os trabalhos encontrados na literatura cientifica que estudam as plantas
medicinais relacionadas ao processo de cicatrizagao utilizam, na sua grande
maioria, ferimentos na regido dorso-costal em tegumento de camundongos. O
mesmo modelo foi utilizado neste experimento. A regido dorso costal é indicada
para este tipo de experimento, pois evita o trauma local pelo préprio animal,
(FACURY, 2001) permanecendo aberta para que possa ocorrer uma
cicatrizagdo por segunda intengdo, proporcionando uma maior quantidade de

tecido de granulagéo.

Para proporcionar uma boa resposta ao tratamento, foram tomados
cuidados com o0 manejo dos animais e sua acomodacdo adequada no pos
operatorio, evitando a interferéncia do “stress” no tratamento. Os niveis de
“stress” foram avaliados antes e durante o experimento, através de
observagbes como peso corporal, consumo de alimento e agua, alteragdes
comportamentais, fezes e urina. O “stress” psicolégico prejudica a cicatrizagéo
de feridas em roedores devido ao aumento no nivel de cortisol (UEZ, 2005).
Durante todo o periodo experimental ndo foram observados sinais de “stress”
como auto-agressado ou canibalismo de outros animais sobre a area da ferida
exposta. A manipulagdo dos animais foi a mesma em todos os grupos, € néo

produziu “stress” que interferisse no processo de cicatrizagao.

Durante a observagao clinica ficou constatado que, durante os dias
experimentais, os animais dos grupos tratados com anetol e OECz, tiveram o
mesmo comportamento no que diz respeito a manutengdo do peso,
alimentagao e atividade motora quando comparados ao grupo controle, porém
foi observada uma restricdo na ingestdo de agua por todos os animais tratados

com anetol e OECz nessa fase da cicatrizacao.

A utilizacdo de animais adultos jovens nesse tipo de estudo, oferece
uma boa resposta tecidual uma vez que minimiza a acdo do hormébnio do
crescimento impedindo a formagéo de cicatrizes hipertroficas (BIONDO, et al.,

2001; SANTOS et al.,, 2002). Considerando esse aspecto, priorizamos a
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utilizacdo de camundongos com oito semanas de vida, os quais apds o
procedimento cirdrgico permaneceram em gaiolas metabdlicas individuais a fim
de que ndo houvesse alteragdo no desenvolvimento normal da cicatrizagéo
pela agédo traumatica de outro camundongo, como também para prevencao de
contaminacgao pelo contato com residuos de excre¢cao metabdlica como fezes e
urina. A observacao pés-operatéria dos animais nao foi levada a periodos mais
prolongados do que duas semanas, pois segundo RIBEIRO et al., 2003 &
justamente nessa fase que os eventos e as diferengas entre animais tratados e

nao tratados sdo mais evidentes.

A resposta inflamatoéria consiste em dois componentes principais: uma
reacao vascular e uma reacado celular. Edema e hiperemia sao sinais
caracteristicos do processo inflamatério, diretamente relacionado com o efeito
de mediadores vasoativos que alteram o calibre vascular (BADYLAK, 2002). No
nosso estudo o edema se apresentou de forma moderada em todos os grupos
experimentais, desde o 1° dia PO, prolongando-se até o 3° dia de forma
evidente no grupo cujas feridas foram tratadas com anetol 20%. Na avaliagao
macroscopica, a intensidade do edema observado do 1° ao 3° dia PO como
demonstrado na tabela 1 se manteve constantemente discreto nos grupos
tratados com dexametazona, OECz 10% e OECz20%, enquanto que as feridas
tratadas com fibrase apresentaram um edema moderado quando comparado
com as feridas dos outros grupos. Este aspecto pode ser evidenciado no 3° dia
PO, quando a diferenca foi mais marcante, observando-se que 66,6% das
feridas tratadas com solugdo salina, OECz 2% e anetol 2% apresentaram
edema de intenso a moderado, frente a 33,3% das lesdes tratadas com OECz
20% e dexametazona que apresentaram edema leve. De forma similar, 100%

das feridas tratadas com anetol 20% apresentaram edema intenso.

Oliveira (2001) demonstrou em seu estudo que o OECz possui atividade
antinociceptiva e anti-edematogénica, sendo a agao anti-edematogénica mais
eficiente. Ambos os efeitos ocorrerem com doses muito abaixo das toxicas,
sugerindo um indice terapéutico seguro. Em sua analise, o estudo da toxidade
aguda através da determinag&o da DLsp, revelou uma DLso de 3,5 gig, para o

OECz, administrado por via oral. Este fato o classifica como 6leo essencial de
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baixa toxidade, o que nos padrbes da aromoterapia, pode ser enquadrado na
categoria C. Os 6leos com essa classificagcdo sao considerados seguros em
termos de toxidade aguda. Nossos resultados corroboram com os de Oliveira
(2001), mostrando a eficiéncia do OECz em inibir o edema local através do uso
tépico em feridas cutaneas. O estudo de Oliveira sugere a potencializagao
terapéutica do uso topico do OECz, e recomenda cautela no uso dos 6leos
essenciais por via oral, pois a administragdo por essa via € provavelmente
maior condutora de problemas de toxidade sistémica em comparagdo ao uso
topico. Em virtude desse amparo cientifico ndo achamos necessario a
determinacao da DLsp em nosso estudo, uma vez que em nenhum grupo foi

observado efeito adverso as doses do OECz utilizadas.

Estudos analisando a resposta na cicatrizagao através de drogas anti-
inflamatdrias administradas por vias nao tépicas, foi demonstrado por Martins
et al. (2006) através de uma analise comparativa da cicatrizacdo da pele de
ratos com o uso intraperitoneal de extrato aquoso de Orbignya phalerata
(babacgu). Acreditando na fundamental importadncia da modulacido da fase
inflamatoria no processo de cicatrizagédo de feridas em nosso estudo avaliamos
o efeito tépico de uma droga com propriedade anti-inflamatéria comprovada

através de sua administragao por via oral.

Apesar do tratamento por via topica, acreditamos ainda que o OECz
tenha alcangando os vasos sanguineos locais, promovendo seu efeito
antiedematogénico, pois segundo RIBEIRO et al. (2008), o trauma tecidual
favorece uma exposicao da rede capilar, facilitando assim uma melhor
absorcdo do 6leo. Desde o inicio do tratamento, nas feridas tratadas com o
OECz 20%, foi observado uma menor intensidade do edema em relagao as
feridas dos outros grupos. Posteriormente na fase seguinte, pelo alcance dos
vasos delgados em neo-formagdo que compde o tecido de granulagao,
observou-se o desaparecimento do edema apos o 3° dia de pds-operatério
(Figura 8), e a intensa presenca de tecido de granulagdo no 7° dia de pos-

operatdrio (Figura 10).

O OECz nas doses testadas por Oliveira 2001, foi eficaz em inibir a

formacdo do edema induzido por dextrana durante todo o periodo
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experimental. Além disso, o OECz também inibiu a formagdo do edema
induzido por carragenina durante a primeira hora. Analisados juntos os
resultados de inibicdo de edema induzido por dextrana e por carragenina
sugerem que a atividade anti-edematogénica do OECz se deve
predominantemente a uma inibicdo da liberagao e/ou efeitos de HA e/ou 5-HT.
No entanto, os dados mostraram que o OECz na dose de 100 mg/kg inibiu
significantemente o edema de pata induzido por HA e 5-HT sugerindo que o
OECz apresenta uma inibicido da acdo desses mediadores na resposta
inflamatoria. Além disso, outros estudos realizados em nosso laboratério
mostraram que o OECz bloqueia os efeitos da HA em musculo liso intestinal de
cobaia (COELHO-DE-SOUZA, 1997) reforgando assim um possivel efeito do
OECz, numa inibicdo dos efeitos da HA e/ou 5-HT na atividade anti-

edematogénica.

Em adicdo o efeito anti-nocioceptivo e ou analgésico do OECz
(OLIVEIRA et al., 2001), permite que o reparo tecidual ocorra de forma
confortavel sem a presenca de dor e sem ocorréncia de infecgdes oportunistas
decorrente da atividade antifungica e antimicrobiana presente no anetol
(FUGITA et al., 2007; DE M et al., 2001).

Neste trabalho, demonstramos que o tratamento tépico com OECz
modulou a fase inflamatéria do processo de cicatrizacdo de feridas em
camundongos, uma vez que os sinais flogisticos edema e hiperemia ocorreram
no grupo tratado com OECz 20% por um menor periodo de tempo, de forma
menos intensa, quando comparado ao grupo controle e aos demais grupos,
com excecgao do grupo tratado com a dexametazona que ja é classicamente

conhecida pelo seu poderoso efeito anti-inflamatoério, .

De forma significativa, o grupo tratado com fibrase, OECz 2%, OEcz
10%, anetol 2%, anetol 10% e o grupo controle salina apresentou nesta fase
um menor percentual de lesbes com caracteristicas exudativas (Fig. 28). Por
outro lado o grupo tratado com anetol 20%, apresentou acentuado exsudato
desde o 1° dia de tratamento, prolongando-se até o 3° dia. Com excegao das

feridas tratadas com anetol 20%, observou-se no terceiro dia de pds-operatorio
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que as mesmas se apresentaram secas, com auséncia de exsudato, bordas

regulares e presenca de crostas menos espessas que no grupo OECz 20%.

A crosta comeca a ser formada naturalmente a partir do exsudato filtrado
na ferida que aparece na superficie da pele. Ela proporciona uma protecao
limitada contra a contaminagdo externa, uma manutengcdo da hemostasia
interna e uma superficie sob a qual pode ocorrer a migragado de células e o
movimento das bordas da lesdo (PEACOCK,1985). As observagdes mostraram
que houve formacgao de crostas a partir de 72 horas de PO nas feridas tratadas
com OECz 20% e anetol 20%. Entretanto, notou-se um prolongamento no
tempo de permanéncia da crosta nas feridas dos demais grupos tanto que no
10° dia de avaliagdo, em média, 66% dos animais dos grupos experimentais,
ainda apresentavam esta fina protecdo sobre as lesdes, em contraste com a
auséncia desta sobre as lesdes do grupo OECz 20% e anetol 20%. As
observagbes macroscopicas evidenciaram o desprendimento precoce das
crostas no grupo OECz 20% e anetol 20%, e uma visualizagdo precoce e
crescente do tecido cicatricial desde o 3° dia de pds-operatoério. Além de menos
espessas, notamos também que as crostas do grupo OECz 20% e Anetol
20% apresentavam uma coloragao mais avermelhada em comparacido ao

demais grupos (Fig. 28)

Varios trabalhos tém relatado e difundido a utilizacdo de um sistema
Red/Yellow/Black - RYB, proposto por Cuzzel (1988), para classificacdo de
feridas que cicatrizam por segunda intengdo. Segundo tal sistema, as feridas
sdo classificadas de acordo com a coloragcdo que, segundo o autor,
frequentemente reflete o balango entre tecidos novos e tecidos necrosados. De
acordo com o sistema RYB as feridas de coloracdo avermelhada incluem
feridas pos-desbridamento, e feridas em cicatrizagdo, em que predomina o
tecido de granulagao e o novo epitélio. Nesse tipo de ferida, a preservagao do
ambiente Umido, protege os tecidos neoformados e previne a infecgéo
(CUZZEL, 2002). E evidente que a coloracdo ndo constitui um parametro
preciso de avaliacdo da ferida e ndo deve ser o Unico, pois normalmente as

feridas apresentam combinacdes de diversas coloragcdes, de acordo com a
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profundidade da lesdo, da acao terapéutica usada e das condigdes locais e

gerais.

(1113

A técnica utilizada para realizacdo das feridas através do “punch™, se
deu de forma cuidadosa, evitando-se a ruptura do tecido que recobre a
musculatura, a fascia muscular, objetivando prevenir o rompimento de vasos
sanguineos com consequente extravasamento dos mesmos. Dessa forma, ndo
se fez necessario o procedimento de medidas para contengcdo de
sangramentos, uma vez que a hemostasia se deu de forma fisioldgica,
impedindo a formacgé&o de coagulos. A prevengdo de sangramento no ato
cirargico, em feridas cutaneas experimentais, evita o aparecimento precoce de
crostas, as quais podem se apresentar mais espessas diminuindo a agao e
absorgao do produto a ser aplicado sobre as mesmas, deixando-as mais secas.
Popularmente ha a crenca de que "ferida seca cura mais rapido", porém
estudos demonstram que feridas abertas formam crosta e epitelizam mais
lentamente (MANDELBAUM et al., 2003). No presente estudo, observamos que
o desprendimento precoce das crostas, acelerou a velocidade da cicatrizagao,
pois proporcionou uma maior absorgao das doses aplicadas, aliada a utilizagao
de uma base gel como veiculo a qual permitiu um maior tempo de contato com
0 oleo sobre as feridas incrementando uma maior e mais rapida absorg¢ao do

produto pela pele.

Ainda em relacdo ao ambiente da lesdo, VOGT e colaboradores (1995),
em um trabalho realizado com suinos, observaram que a cicatrizagdo em
meios liquido e umido foi significativamente mais rapida comparada com
feridas secas. No presente trabalho, o fato do veiculo gel PF- 127 permanecer
por algum tempo nas feridas favoreceu a umidade do meio em contraste com
a solucéao salina que, depois de colocada nas feridas, evaporou ou escorreu
em pouco tempo, porém nenhuma diferenga significativa foi observada entre
0s grupos controle salina e plurdonic PF-127, contrariando as observagdes feitas
no estudo acima citado, o que nos garantiu a segura utilizagdo do pluronic F-

127 como veiculo, sem a influencia do mesmo na cicatrizagao.

A lesado endotelial na area da ferida cutanea compromete o aporte de

oxigénio em funcdo da formagao do trombo hemostatico, ativando o influxo de
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macrofagos para a area da lesdo. Estas células no intuito de conferir uma agao
antimicrobiana local liberam radicais de oxigénio, 6xido nitrico e peroxido de
hidrogénio (LI et al, 2007; BALBINO et al., 2005). Em nosso estudo pudemos
observar o controle de contaminacdo infecciosa em 100% dos animais,
tratados com o OECz e com o anetol, 0 que nos sugere a possivel agao
antimicrobiana caracteristica dos terpendides presentes nas doses
administradas (MURAKAMI et al., 2004). Neste contexto, postulamos que as
alteracées no meio da lesdo possam ser modificadas pela agao vasoconstritora
local promovida pela inibicdo da producdo de oxido nitrico provocada pelo
OECz através de seu constituinte o anetol, conforme estudos experimentais in
Vivo e in vitro observados na aorta de ratos (SIQUEIRA et al., 2006; LAHLOU
et al., 2004). Com sete dias, os camundongos tratados com OECz 10% e 20%,
assim como os tratados com anetol 10% e 20% apresentaram maior
quantidade de fibroblastos provavelmente em funcdo baixa concentracao de
oxido nitrico (Tab, 8) os quais apresentaram ao final do estudo um maior grau
de cicatrizagcdo, provavelmente devido a um aumento na proliferagdo de
fibroblastos. Apds analise histolégica constatou-se, que no sétimo dia o numero
de fibroblastos e a angiogénese foi maior nos animais tratados com OEcz 20%

e anetol20% em relagdo aos demais grupos (Fig. 24).

Estudos realizados por Sanchez Neto e colaboradores (1993),
mostraram que o 7° dia pds-operatério corresponde ao periodo de maior
numero de fibroblastos presentes no tecido de granulagdo e que partir deste
dia ha um decréscimo no numero de fibroblastos enquanto que as fibras
colagenas vao aumento com a progressao do processo de cicatrizagdo. Nosso
estudo corrobora com o estudo acima citado, e mostra em nossas analises
histolégicas grande quantidade de fibroblastos presentes no 7° e 15° dia (Fig.
25; Tab. 8).

O exsudato inflamatério, o sangue e o tecido necrético sofrem agao de
enzimas secretadas por neutrofilos promovendo a liquefacdo e posterior
remogao através de vasos linfaticos. As diminutas particulas sélidas
remanescentes sdo fagocitadas por macrofagos. Em seguida, fibroblastos e

células endoteliais ocupam a area lesada e proliferam. Dentro de 3 a 5 dias
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formam um tipo especializado de tecido denominado tecido de granulagao
(RIEDEL et al., 2006; COTRAN et al., 2000). Além dos fibroblastos, os
capilares neoformados, juntamente com as células inflamatérias residuais,
passam a constituir o tecido de granulagdo. Macroscopicamente o tecido de
granulagdo é mole, carnoso, de um vermelho intenso, com superficie
extremamente irregular, assumindo um aspecto granuloso o que determina o
nome desse tecido (RIEDEL et al., 2006). Em nosso estudo foi observado a
presencga de tecido de granulagdo a partir do 4° dia de tratamento, com mais

énfase nos grupos tratados com OECz 20% e anetol 20% ( Fig. 28).

Como descrito na literatura, foi observado em nosso estudo que a
formagao de tecido de granulagao se iniciou no terceiro ou quarto dia apds a
injuria tecidual e se manteve até a completa reepitelizagao. O fibroblasto € uma
célula critica para a formagao do tecido de granulacéo. Ele n&o apenas produz
colageno  fibrilar como também  sintetiza  elastina, fibronectina,
glicosaminoglicanas e proteases, como a colagenase, importante para o
desbridamento e remodelamento da matriz extracelular. Na fase de
remodelamento, os fibroblastos residentes da pele e as células mesenquimais
perivasculares se diferenciam em uma célula fenotipicamente alterada
chamada de miofibroblasto que possui capacidade de contragdo exercendo
papel fundamental na contracao da ferida (ROBBINS, 2008; ANDERSON et al.,
2008; STRUTZ et al.,2008; PELLEGRIN & MELLOR, 2007).

A riqueza de capilares no tecido de granulagdo propicia condi¢coes
adequadas para os fibroblastos sintetizarem abundante material intercelular. A
tensdo de oxigénio é um fator critico para a atividade fibroblastica. A deposigao
do colageno inicia-se pelas bordas da ferida onde os niveis de oxigénio séo
mais favoraveis e progridem para o centro da lesdo, acompanhando a
proliferagdo dos capilares (Ribeiro et al., 2008). Em nossa analise
macroscopica e histolégica observamos que as fibras colagenas se
depositaram nas feridas de todos os grupos experimentais seguindo uma
diregao centripeta, contudo o colageno depositado nas feridas tratadas com o
anetol 20% apresentou uma fraca organizagéo estrutural ao 15° dia de pos-

operatério (Fig. 27-B).
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Segundo Ribeiro e colaboradores (2008), o primeiro colageno se
deposita, de 3 a 5 dias apos a lesdo e possui fibras mais finas correspondente
ao colageno do tipo lll. Progressivamente, esse colageno é substituido pelo
colageno tipo |, que é mais resistente. Em duas semanas as fibras colagenas
tipo | sdo predominantes. No 4° dia, a lesdo apresenta quantidades maximas
de proteoglicanas e glicoproteinas, estas vao diminuindo gradativamente até
atingirem, no 12° dia, a proporgdo normal. As proteoglicanas, dotadas de
capacidade hidréfila, agregam agua em torno de sua molécula determinando a
formacdo de edemas localizados que favorecem o deslocamento celular
auxiliando no processo cicatricial. Eventos como esses acima citados
provavelmente podem justificar a presengca de tecido de granulagdo bem
formado observados no 7° PO nas feridas tratadas com OECz 20% e anetol
20% (Fig 24, 26-D).

O aumento da densidade de fibras colagenas leva a uma diminuigdo do
fluxo sanguineo que determina uma reducédo dos constituintes do tecido de
granulagdo. Arteriolas e vénulas surgem entdo na area lesada por
diferenciagao de células mesenquimais em células musculares que envolvem
os capilares, passando a constituir a parede desses novos vasos. Estas
alteragdes fazem com que o tecido de granulagdo mude sua estrutura
constituindo um tecido conjuntivo tipico. A deposi¢cédo de colageno atinge o pico
em torno do 80° dia e a resisténcia ao estiramento continua a crescer apos
varios meses. Apds um ano, somente 70% da resisténcia original da derme é
readquirida. O colageno é constantemente renovado pela agdo da colagenase
e de proteases extracelulares que fazem sua degradacao final (NITZ, 2005;
ANDERSON et al., 2008; STRUTZ et al.,2008; PELLEGRIN E MELLOR, 2007).
As observacgdes feitas em nosso estudo ndo ultrapassaram a fase aguda do
processo de reparo tecidual, porém com 15 dias de PO, pudemos observar a
grande densidade de fibras colagenas depositadas nas feridas tratadas com o
OECz 20% e anetol 20% (Fig. 27-A, 27-B).

A real evolugao do processo cicatricial foi demonstrada pela redugao da
area das lesbes, representada pelo percentual de contracdo. Nossos

resultados mostraram que o grupo OECz 20% e anetol 20%, apresentaram

78



retracdo das lesdes de forma superior ao grupo controle. As diferengas entre os
percentuais de contracdo dos grupos pode ser atribuida a agao anti-
edematogénica nas feridas tratadas com OECz 20%, reduzindo assim o
volume da lesdo, como também ao surgimento de maior quantidade de fibras
colagenas fornecida pelos fibroblastos, o que contribuiu para a contragdo das
feridas tratadas com anetol 20% e OECz 20%. Nas analises histoldgicas do 7°
dia de pds-operatério o principal aspecto verificado foi o predominio de um
tecido de granulagédo fibrovascular, composto de densas fibras colagenas,
enquanto que no grupo controle apenas indicios destas fibras estavam
presentes, 0 que nos leva a acreditar em uma menor quantidade dos

fibroblastos nessas feridas.

No 15° dia de tratamento, as analises histoléogicas mostraram re-
epitelizagdo completa na maioria das feridas tratadas com OECz 20%; a derme
se mostrou com fibroblastos, fibrécitos e fibras colagenas tendendo a
organizacgao, a qual foi menos evidente no grupo tratado com anetol 20%, além
da auséncia de infiltrado inflamatdrio e presenca de mononucleares (Fig.28,
Tab. 8).

Como expresso na Tabela 6, com 15 dias de tratamento, o OECz 20%
assim como o anetol 20% estimularam a fase de fibroplasia do processo de
reparo tecidual, uma vez que o efeito de ambos foi capaz de contrair as feridas
em 81,74% e 79,32% respectivamente, contra 66% do grupo controle,
acelerando assim de forma significativa a cicatrizagdo, enquanto que o anetol
10% de forma contraria aumentou a area das feridas por ele tratadas em
61,1%, retardando a cicatrizacdo. A area das feridas tratadas com anetol 20%
apresentou uma diferenga significativa em relagao aos grupos experimentais (P
=0,047).

Como demonstrado na figura 17, as feridas tratadas com OECz 20%
durante quinze dias, tiveram uma reducdo bastante significativa nos seus
areas em relagéo a area das feridas do grupos tratados com OECz 2%, OECz
10% e as do grupo controle salina. Entretanto, ndo houve diferenga significativa
do efeito do OECz 2% e 10% em relagdo ao grupo controle salina. Essa

resposta nos mostra que o OECz 20% quando administrado topicamente em
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feridas cutdaneas de camundongos acelera o reparo das mesmas. Através das
analises diarias foi possivel perceber que a partir do 10° dia de pds-operatério,
algumas feridas do grupo tratado com o OECz 20%, ja apresentavam uma
vasta epitelizagado, tanto que ao final do 15° dia a cicatriz ja era imperceptivel

nessas feridas (Fig. 28)

Conforme demonstrado na Figura 18, a resposta ao tratamento tépico
com o anetol 20% na area das feridas, mostrou que ele exerceu um efeito
cicatrizante, aumentando a contragao das feridas na fase de remodelacao do
processo de reparo tecidual. Como ocorreu com o grupo anetol 20%, ja no 10°
dia de tratamento, se pode observar um certo grau de epitelizagdo sobre
algumas feridas, de forma que no 15° dia de pds-operatério, uma total
epitelizacao foi percebida, porém a proporcao de cicatrizes imperceptivel foi

menor em relag&o ao grupo tratado com o OECz 20% (Fig. 28).

Comparando-se o efeito das drogas usadas como controles positivos e
negativos, observamos que a aplicagcdo topica da dexametazona inibiu o
edema das feridas na fase inflamatéria, reduzindo a migracédo de
polimorfonucleares para o local da inflamacgéo, aspecto que foi observado na
avaliagdo microscopica com 3 dias de tratamento. De acordo com a analise
macroscopica observada na Figura 8 o efeito do OECz 10% e 20% foi eficaz
em reduzir o edema simultaneamente ao efeito da dexametazona. Em adicéo
a esses resultados, a analise histolégica confirma de forma qualitativa, a
reducdo do edema e a migragao leucocitaria promovida pelo OECz bem como
pela dexametazona. Estes dados sugerem, em parte, que assim como a
dexametazona o OECz pode interferir na expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como o TNF-qa, inibindo a sintese ou atividade da COX-2 e
consequentemente a inibicdo da sintese/liberacao de prostaglandinas ou ainda
estar agindo diretamente na via da COX-2 e LOX. Porém em relagdo a area da
ferida com 3 dias de tratamento como demonstrado na Figura 19, o OECz 10%
e 20% nao se comportaram como a dexametazona e sim como a fibrase que

foi usada como controle positivo reduzindo a area das feridas.

Na fase proliferativa do reparo tecidual, o efeito da fibrase sobre o tecido

de granulagéo esteve mais proximo do efeito exercido pelo anetol10% e pelo
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OECz 10% favorecendo um tecido de granulagdo um pouco menos intenso
que o apresentado pelo efeito do anetol 20% e do OECz 20%. O uso topico da
dexametazona, reduziu a intensidade do tecido de granulagao presente com 7
dias de tratamento, conforme Figura 9. De acordo como demonstrado pela
Figura 20, o efeito do anetol 20% e do OECz 20%, foi tdo eficiente quanto o da
fiborase em reduzir a area das feridas com 7 dias de tratamento. O efeito da
dexametazona, usada como controle negativo, aumentou a area das feridas

quando comparada ao grupo controle e ao grupo tratado com a fibrase.

O efeito da fibrase com 15 dias de tratamento, reduziu significativamente
a area das feridas podendo ser comparado ao efeito do OECz 20%, que de
todas as doses testadas foi a que apresentou melhor resposta na cicatrizacao
influenciando a reepitelizagcao e especialmente a angiogénese.

Essas evidencias mostram uma maior proliferacdo dos fibroblastos
presente nas lesdes tratadas com OECz 20%. O uso topico da dexametazona
com 15 dias de tratamento evidenciou um aumento significativo na area das
feridas, quando comparada com todas as doses testadas. As avaliacbes
histolégicas mostram um tecido conjuntivo frouxo, com poucos fibroblastos e
fibras colagenas mal organizadas, auséncia de infiltrado inflamatério e de
reepitelizagao, tanto que ao final do 15° dia de tratamento, todas as feridas
tratadas com dexametazona ndo haviam cicatrizado. Estudos experimentais
mostratram que a expressao genética do TNF-a se encontrava reduzida na
cicatrizagdo anormal de ferimentos tratados com corticéides em camundongos,
uma vez que esses inibem a atividade do fibroblasto em sintetizar o colageno
(HUBNER et al., 1996).

Como demonstrado na Tabela 7, com 15 dias de tratamento, tanto o
OECz 20% como o anetol 20%, apresentaram diferenga estatisticamente
significante na redugéo da area das feridas cutdneas em camundongos quando
comparados a todos os grupos experimentais (P = <0,001). Podemos perceber
ainda a significativa diferenga do efeito do OECz 20% em relacdo ao anetol
20% na média da area das feridas, onde com 15 dias de pds-operatério, em
relacdo ao tempo zero (quando as feridas apresentavam 100% de area), as
feridas do grupo tratado com OECz 20% apresentaram uma média de area

equivalente a 6,3%, contra uma meédia de 16,7% do grupo Anetol 20%. Essa
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diferenga nos mostrou que o uso tépico do OECz 20% acelerou o processo de
cicatrizacdo em feridas cutdneas de camundongos com 15 dias de tratamento.

A retirada de fragmentos bilaterais, direito e esquerdo, possibilitou a
analise do efeito sistémico das drogas utilizadas, onde a ferida de um lado foi
usada como controle da ferida contralateral. Essa analise revelou uma
influéncia de cada dose testada nas feridas correspondentes em cada animal, o
que provavelmente pode ser justificado em raz&o da proximidade de 1cm entre
as duas feridas.

O efeito cicatrizante do OECz e do anetol pode estar relacionado com
relatos constantes na literatura que associam os O6leos essenciais que
apresentam substancias com hidroxilas fendlicas em sua composicdo com a
presenca de atividade anti-séptica e bactericida indicando seu uso tépico, no
tratamento de ferimentos (FREIRE, 2008). O eugenol € um isémero do anetol e
portanto compartiiham alguns efeitos biolégicos, que incluem atividade
bactericida, fungicida, anti-inflamatéria, antinocioceptiva e cicatrizante
(ESCOBAR, 2002; KIM, et al, 2003; RAGHAVENRA, et al, 2006; FENG &
LIPTON, 1987). Considerando-se a importancia da fase inflamatdria no
processo de reparo tecidual, embora o eugenol possua agao anti-inflamatéria
eficaz, o efeito cicatrizante do anetol/OECz é& eficiente em acelerar a
cicatrizacdo e pode ser usado em qualquer dose uma vez que de acordo com
estudos, apresentou propriedade hepatoprotetora provavelmente através do
anetol como constituinte majoritario (LIMA et al.,2008), enquanto que o eugenol
apresentou toxicidade hepatica em baixas doses, causando insuficiéncia
hepatica em criangcas (EISENHUT, 2007; JAMES et al., 2005). A seguranca e
beneficio do uso tépico do OECz como agente cicatrizante pode ser vantajoso
em relagdo a outras plantas que apresentam a mesma ac¢ao visto que, estudos
realizados por ARTEAGA et al., 2005, demonstaram atividade cicatrizante em
plantas com propriedades antifungicas, anti-inflamatérias, antinocioceptivas e
antioxidantes como a Larrea tridentata (Creosote bush), porém evidenciaram
risco de lesao hepatica e renal pela alta toxicidade apresentada.

Existem evidencias de que o anetol diminui a produgdo de IL-2

envolvendo a ativagao de células T que desempenha um papel funcional na
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potencializagdo de uma variedade de respostas imunitarias (SU YEA et al.,
2006),

Estudos realizados por CHAINY et al.,, 2000, relataram que o anetol
inibiu os fatores transcricionais nuclear kB (NF-kB) e proteina ativadora-1 (AP-
1), e TNF-a induzido de células leucémicas ML1-a, porém, DUVOIX et al., em
seu estudo subsequiente, mostrou que o anetol ndo apresentou nenhum efeito
inibitério sobre TNF-a, NF-kB e AP-1, presentes em células leucémicas K562
(DUVOIX et al., 2004). Apesar dessas evidencias em nosso estudo, o efeito do
OECz modulou a resposta inflamatdria, provavelmente devido a agao sinérgica
de seus constituintes minoritarios que parecem possuir alguma atividade
cicatrizante, a qual ndo é determinada essencialmente pela presenca do anetol,
uma vez que o efeito deste isoladamente sobre as feridas ndo apresentou
reducdo na resposta inflamataria.

Um desses constituintes minoritarios, o composto biciclogermacreno um
sesquiterpendide com atividade antifungica, tem sido identificado em outras
espécies. O odleo essencial de Piper cernuum e P. regnellii cuja composigéo
contém entre outros compostos, biciclogermacreno, mostrou atividade
antimicrobiana (Constantin et al., 2001; Cysne et al., 2005). O dleo essencial de
Calea clematidea, contendo o composto germacreno B, outro constituinte
minoritario do OECz, também mostrou atividade fungitoxica indicando a
possivel relagdo da influéncia dessas agdes no processo cicatricial (Fach et al.,
2002).

Varios compostos provenientes de plantas tém demonstrado possuir
atividade cicatrizante. Estudos atuais apontam alguns polissacarideos como
agentes eficientes na cicatrizagdo de feridas, (SENEL & McCLURE, 2004). O
uso do OECz como cicatrizante € vantajoso em relagdo aos polissacarideos,
pois foi demonstrado que a utilizagdo de polissacarideos causou perda da
atividade bioloégica, por desenvolvimento de tolerancia ao principio ativo,
quando testada in vivo frente ao Sarcoma 180 (STUELP-CAMPELO et al.,
2002). Deve-se ainda ressaltar que o uso de alguns polissacarideos fica
limitado, pelo efeito estimulante dose dependente da fixagdo do complemento
em humanos, além de possuirem efeito mitogénico in vitro (NERGARD et al.,

2004). O anetol presente em grande concentracdo no OECz, assegura sua
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utilizacdo uma vez que € considerado anti-genotoxico e anti-carcinogénico,
reconhecido como seguro (GRAS), com base no reconhecimento de
desintoxicacdo metabdlica em humanos (ABRAHAM, 2001, CHAINY et al.,
2000 e DUVOIX et al., 2004).

Plantas da familia Euforbiaceae, produzem 6leos essenciais com
propriedades cicatrizantes como o 6leo essencial do Croton cajucara Benth que
apresenta acao gastroprotetora, antiulcerogénica em modelos experimentais de
“stress”, ligadura do piloro, indometacina e Hcl/etanol (COSTA et al., 2007;
PERAZZO et al.,, 2007). Esses estudos justificam a relagdo do efeito tépico
cicatrizante do OECz, uma vez que o C. zehntneri da familia Euforbiaceae
também possui atividade cicatrizante na mucosa gastrica pelo aumento do
transito gastrointestinal podendo contribuir para a prevencao de lesbes bem
como para acelerar a cicatrizacdo das ja existentes (BARRETO, 2005).
Levando-se em consideragao que a resposta fisiolégica ao trauma tecidual é a
mesma em todos os tipos de tecidos, podemos associar o efeito
antiulcerogénico com o efeito tépico em feridas cutaneas.

Comparando-se o efeito do OECz com o efeito de dleos essenciais
produzidos por outras espécies, os resultados apresentados em camundongos
demonstram que, a utilizacdo do 6leo de Copaifera langsdorffii no tratamento
de feridas cirurgicas, gerou um efeito deletério em tratamentos cuténeos. As
feridas cirurgicas com cicatrizagado de primeira intencao tratadas com o 6leo de
C. langsdorffii apresentaram retardo no processo de reepitelizacao,
permanéncia de crostas e ainda a persisténcia das alteragbes vasculares e
inflamatorias (VIEIRA et al., 2008).

A limitagdo ao uso de produtos fitoterapicos pode se justificar pela falta
de conhecimento dos efeitos adversos como por exemplo reagdes alérgicas.
Os estudos realizados com o OECz até agora, o colocaram como produto
seguro em termos toxicos. Sua analise de toxicidade aguda, revelou uma DLsg
> 3,5 gkg, quando administrado por via oral. Este fato o coloca como ¢leo
essencial de baixa toxidade. Sua utilizacdo topica nido apresentou reacgdes
adversas, 0 que sugere um baixo potencial de risco a saude e seu efeito

cicatrizante ocorreu com doses muito abaixo da DLso (OLIVEIRA et al., 2001).
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7. CONCLUSAO

O dleo essencial do C. zehntneri foi capaz de promover o efeito anti-
edematogénico quando administrado topicamente em Ferida aberta de
camundongos;

O dleo essencial do C. zehntneri foi capaz de promover o efeito anti-
inflamatorio quando administrado topicamente em ferida aberta de
camundongos;

O dleo essencial do C. zehntneri e seu constituinte anetol, foram
capazes de estimular a formagao do tecido de granulagdo quando administrado
topicamente em ferida aberta de camundongos;

O dleo essencial do C. zehntneri e seu constituinte anetol modularam a
fase inflamatdria do processo cicatricial de lesdes cutaneas em camundongos,
favorecendo uma antecipacgao da cicatrizagao;

O o6leo essencial do C. zehntneri e seu constituinte anetol, foram
capazes de reduzir a area das feridas quando administrado topicamente em
ferida aberta de camundongos;

O dleo essencial do C. zehntneri 20% e o anetol 20% foram eficientes
em acelerar a cicatrizagdo uma vez que reduziram significativamente a area
das feridas tratadas por 15 dias.

O dleo essencial do C. zehntneri 20% foi eficiente em acelerar a
cicatrizagdo por reduzir significativamente a area das feridas tratadas por 15
dias e essa agao é em grande parte devido ao anetol presente 81,9% em sua

Composigao.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA ) 4 ‘
Comité de Etica para o Uso de Animais

Av. Paranjana, 1700 - Itaperi s
CEP 60740-903 - fone: 3101-9890 ‘..1

PROCESSO N°:07227619-3
TITULO: “Efeito do 6leo essencial do Crdton zehnineri na fase aguda do processo de reparo
tecidual em camundongos”
PRINCIPAL PESQUISADOR: Josenilda Malveira Cavalcanti

O projeto intitulado “Efeito do dleo essencial do Crdron zehnineri na fase aguda do
processo de reparo tecidual em camundongos”, tem como responsdveis JOSENILDA MALVEIRA
CAVALCANTIL, aluna de Mestrado Académico em Ciéncias Fisioldgicas da UECE e a orientadora
ANDRELINA NORONHA COELHO DE SOUSA. O objetivo geral do projeto é analisar os efeitos
do uso tépico. e com estimulo com ultra-som (fonoforese), do 6leo essencial, sobre resposta

inflamatdria durante o processo de cicatrizacfio de ferida.

A pesquisa serd desenvolvida no Laboratério de Fisiologia Experimental do Instituto
Superior de Ciéncias Fisioldgicas (ISCB)UECE e serfo utilizados camundongos Swiss adultos
pesando 25 a 35g oriundos do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard ou da Faculdade
Christus e mantidos no Biotério do ISCB. De acordo com o projeto os animais serdio anestesiados
antes dos experimentos com éter etilico inalado em cimara adequada ou, em caso cirtirgico. com
quetamina e xilazina. Os animais serfo observados e tratados diariamente. Ao final dos
experimentos os animais serfo sacrificados com overdose de éter e o descarte serd efetuado como

lixo hospitalar para incineracfio.

Uma vez que os aspectos éticos de bem estar animal apresentam-se de acordo com

recomendacdes vigentes, o0 CEUA entende que o projeto deva ser categorizado com APROVADO.

Fortaleza, 07 de julho de 2008

/m YA~k
Joii Mirio Ginde Abace
CEUA-UECE



APENDICE



APENDICE 1 - Escores obtidos pelo efeito topico do OECz e anetol no edema presente em
ferida aberta de camundongos com 3 dias de tratamento.

controle OEcz2% OECz10% OECz20% anetol2% anetoll0% anetol20% fibrase dexamet
2 2 1 0 2 2 3 2 1
2 2 1 0 2 2 3 2 1
3 3 1 0 2 3 3 2 0
3 3 0 0 2 3 3 1 0
3 3 0 1 3 3 3 1 0
3 3 1 1 3 3 3 1 0

APENDICE 2 - Escores obtidos pelo efeito topico do OECz e anetol no exudato presente em
ferida aberta de camundongos com 3 dias de tratamento.

controle OEcz2% OECz10% OECz20% anetol2% anetoll0% anetol20% fibrase dexamet
2 2 2 1 2 1 3 2 1
2 2 2 0 2 1 3 2 0
2 2 2 0 2 1 3 2 0
2 2 2 0 2 0 3 2 0
3 3 2 0 3 1 3 2 0
3 3 2 0 3 1 3 2 0

APENDICE 3 - Escores obtidos pelo efeito tépico do OECz e anetol no tecido de granulagao
presente em ferida aberta de camundongos com 7 dias de tratamento.

controle OEcz2% OECz10% OECz20% anetol2% anetoll0% anetol20% fibrase dexamet
1 2 2 3 2 2 3 2 1
1 2 2 3 2 2 3 2 1
2 2 2 3 2 3 3 3 1
2 2 3 3 2 3 3 3 1
2 2 3 3 2 3 3 3 2
2 2 3 3 2 3 3 3 2




APENDICE 4 — Efeito topico do anetol e OECz comparado ao efeito topico da fibrase e
dexametazona com 3 dias de tratamento sobre o didmetro da ferida aberta em camundongos.

CONTR- anet 2% Oecz 2% anet 10% OECz10% anet20% OECz 20% Fibrase Dexamet
T=3 t=3 t=3 t=3 t=3 t=3 t=3 t=3 t=3
47,07 58,75 55,63 83,06 49,23 83,15 50 46,91 85,73
44,13 58,89 62,56 95,79 43,88 95,81 44,1 48,33 81
51,28 91,02 61,27 67,98 48,29 68,45 50 49,62 89,83
55,29 59,11 54,67 70,35 32,35 70,83 50 45,9 72,24
48,71 56,32 55,07 71,82 49,88 72,68 43,64 44,63 63,25
44,61 67,01 83,91 76,69 43,46 78,31 32,74 36,46 67,01

APENDICE 5 - Efeito tépico do anetol e OECz comparado ao efeito tépico da fibrase e
dexametazona com 7dias de tratamento sobre o didmetro da ferida aberta em camundongos.

CONTR-T=7 anet 2% Oecz 2% anet 10% OECz10% anet20% OECz 20% Fibrase Dexamet
t=7 t=7 t=7 t=7 t=7 t=7 t=7 t=7
31,21 16,27 27,93 58,33 38,38 21,64 23,46 23,58 64,86
27,21 26,13 26,21 31,16 36,47 21,8 16,98 16,58 70,73
26,92 33,71 29,62 59,05 38,23 21,08 20,18 19,95 62
33,72 37,42 31,7 21,71 37,78 21,23 17,26 12,3 59,68
42,58 49,11 42,42 28,08 36,11 22,62 16,88 16,49 61,89
41,77 22,42 49,31 34,92 35,03 15,71 14,8 15,22 59,53
APENDICE 6 - Efeito tépico do anetol e OECz comparado ao efeito tépico da fibrase e
dexametazona com 15 dias de tratamento sobre o didametro da ferida aberta em camundongos.
CONTR- anet 2% Oecz 2% anet 10% OECz10% anet20% OECz 20% fibrase dexamet
T=15 t=15 t=15 t=15 t=15 t=15 t=15 t=15 t=15
27,45 27,6 25,8 22,22 30,72 17,5 6,49 5,55 38,38
28,71 29,66 29,12 24,33 34,52 15,21 7,98 6,75 38,57
29,73 29,48 25,01 20,94 24,18 10,35 5,75 7,07 41,24
30,38 28,46 27,38 29,04 27,12 19,27 6,04 5,8 37,33
24,28 22,36 30,7 23,97 26,61 19,96 6,59 6,4 41,56
25,5 20,94 29,44 24,7 16 18,49 5,2 7,2 47,77




APENDICE 7 — Area das feridas (mm?) com 3 dias de tratamento

GRUPOS GRUPOS GRUPOS GRUPOS

4,17 3,77 2,32 2,17

5,19 4,03 3,18 2,7

3,94 3,56 2,17

N
wv

3,2 4,27 1,88 2,2

3,01 4,38 2,74 2,12

4,03 4,18 2,27 2,23

39 3,11 1,92 1,87

4,1 2,55 1,98 1,78

4,39 4,18 2,19 2,66

3,78 4,66 3,14 2,57

3,53 4,08 2,4 1,48

3,94 4,04 2,83 1,54

4,2 4,16 2,1 2,61

3,98 3,18 1,99 1,96

4,01 4,05 1,75 2,5

3,8 4,68 3,16 2,6

3,55 4,1 2,43 15

3,99 4,09 2,9 1,61



APENDICE 8 — Area das feridas (mm?) com 7 dias de tratamento

GRUPOS GRUPOS GRUPOS GRUPOS

5,37 4,76 1,5 1,52

4,05 4,99 1,2 1,38

3,63 3,69 1,54 1,6

3,47 3,49 1,17 1,41

3,83 3,36 1,47 1,36

4,42 4,15 1,69 1,76

3,96 3,83 1,43 1,52

3,49 3,83 1,43

4,26 4,12 0,86 1,56

3,58 3,64 1,62 1,55
2,87 2,42 1,49 1,01




APENDICE 9 — Area das feridas (mm?) com 15 dias de tratamento

LD- OECz 2%- T=0 LE- CONTR-T=0 LD- OECz 2%- T=15 LE- CONTR-T=15

3,23 3,56 1,07 1,53

4,09 4,33 1,12 1,33

3,53 3,46 1,11 0,76

LD-ANET2%- T=0 LE- CONTR- T=0 LD-ANET2%- T=15 LE- CONTR-T=15

2,96 3,18 1,47 1,28

2,74 3,79 0,78 0,9

2,96 2,96 0,62 0,53

LD- OECz 10%- T=0 LE- CONTR- T=0 LD- OECz 10%- T=15 LE- CONTR-T=15

3,65 3,88 1,26 1,02

3,65 3,23 0,99 0,73

3,5 3,58 0,56 0,72

LD-ANET10%- T=0 LE- CONTR- T=0 LD-ANET10%- T=15 LE- CONTR-T=15

3,78 3,42 0,92 0,36

2,72 2,97 0,79 0,6

3,44 3,84 0,85 0,73

LD- OECz 20%- T=0 LE- CONTR- T=0 LD- OECz 20%- T=15 LE- CONTR-T=15

3,13 3,36 0,25 0,39

3,97 3,65 0,24 0,27

3,46 2,92 0,18 0,22

LD-ANET20%- T=0 LE- CONTR- T=0 LD-ANET20%- T=15 LE- CONTR-T=15

3,22 3,82 0,49 0,39

2,91 2,85 0,27 0,24

3,06 3,16 0,26 0,33
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