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RESUMO

OLIVEIRA, Andréia Freitas. Avaliacao da atividade cicatrizante da Caesalpinia ferrea ( tul.)
Martius (Juca) em lesdes cutaneas gle caprinos. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) -
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossor6-RN, 2008.

As perdas cutaneas sdo freqiientes nos animais domésticos, tendo como agravantes diferentes
etiologias, a extensdo da ferida e os custos com o tratamento. Com o objetivo de avaliar o efeito
terapéutico da pomada produzida a partir do extrato em p6 de juca (Caesalpinia ferrea) no
tratamento de feridas cutdneas, foram utilizados 15 caprinos, nos quais realizaram-se duas falhas
cutaneas de 4 cm nas regides tordcicas direita e esquerda, sendo as do hemi-térax direito dos
animais as feridas consideradas controle, as quais receberam aplicacdo topica de vaselina estéril e
as localizadas no hemi-térax esquerdo receberam a aplicacdo tépica da pomada de juca.
O curativo foi efetuado diariamente, aplicando-se 1 ml de cada formulagcao preconizada no leito
de cada ferida em ambos os grupos. As lesdes cutaneas também foram submetidas a avaliagdes
clinicas, histopatolégicas e microbioldgicas. As avaliagdes clinicas foram realizadas a cada trés
dias avaliando-se parametros como a hiperemia, edema, dor ao toque, hematoma, sangramento
apés as trocas de curativo, secrecdo, odor, reacdo dermatoldgica, prurido, presenca e
caracteristica das crostas, coloracdo e aspecto do tecido de granulacdo e cicatricial. Observou-se
nos grupos a presenga de hiperemia e edema circunscritos a lesdo até o 3° dia de evolugdo pos-
cirirgica. Para realizacdo do exame histopatoldgico, as feridas foram submetidas a bidpsias em
tempos diferentes (7, 14 e 21 dias) e revelou infiltrado inflamatério, neoangiogénese, fibroblastos
e fibras coldgenas. As feridas tratadas no 21° dia apresentavam, microscopicamente, completa
epitelizacdo, enquanto que as feridas do grupo controle necessitavam de mais tempo para
resolugdo do processo cicatricial. O exame microbioldgico foi realizado no momento da
producdo da ferida, no qual ndo se observou crescimento bacteriano € no momento das bidpsias,
identificando-se a presenca de Klebisiella sp, Shigella sonnei, Escherichia coli, Salmonella sp,

Proteus sp, Providence sp.,Enterobacter agglomerans e Staphylococcus aureus.

Palavras-chaves: caprino, cicatrizacdo, Caesalpinia ferrea, ferida.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Andréia Freitas. Evaluation of the Caesalpinia ferrea in the healing process of
cutaneous wounds in goats. Dissertation (Master in Animal Science) — Universidade Federal
Rural do Semi-Arido, Mossord-RN, 2008.

The cutaneous losses are frequent in domestic animals, having as aggravating different
etiologies, the extension of the wound and the costs with treatment. With the objective of
evaluating the therapeutic effect of the ointments of the powdered extract of the Caesalpinia
ferrea in the treatment of cutaneous wounds, 15 goats were used, in wichi two cutaneous flaws of
the 4 cm were produced in the right and left thoracic area, being the one of the right hemi-thorax
considered the control wounds, which received topical application of the vaseline sterile and the
one located in the left hemi-thorax that received topical ointment of Caesalpinia ferrea. The
curative was made daily, applying 1 mL of each formulation at each wound bed in both groups.
The cutaneous lesions were also submitted to clinical, histopathological, and the microbiological
evalutions. The clinical evaluations were made every three days after the postoperative, being
observed the following parameters, in the wound: hyperemia, oedema, pain to touch, bruise
presence, bleeding after the changes of the bandage, secretion, smell, dermatologycal reaction,
itch, presence and the characteristics of the crusts, coloration and the aspect of the granulation
and cicatricial tissue. It were observed in the groups the presence of hyperemia and
circumscribed edema to lesion until the 3™ day of pos-surgical evolution. For accomplishment of
the histopathological exam, the wounds were submitted to biopsies in different and previously
determined times (7, 14, 21 days) and revealed infiltrated inflammatory cells, neoangiogenesis,
fibroblasts and collagens fibers. The treated wounds in 21st day presented microscopically
complete epitelization, while the wounds of the group control needed of more some time for
resolution of the cicatricial process. The microbiological exam was accomplished in the moment
of the wounds production, when bacterial growth was not observed and in the biopsies moments,
identifying the presence of Klebisiella sp, Shigella sonnei, Escherichia coli, Salmonella sp,

Proteus sp, Providence sp., Enterobacter agglomerans e Staphylococcus aureus.

Key words: goat, cicatrization, Caesalpinia ferrea, wound
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a caprinocultura vem se consolidando como importante
alternativa pecudria, principalmente para o pequeno produtor, que emprega mao-de-obra
familiar e utiliza produtos regionais e de baixo custo (WANDER et al., 2003). Esta espécie
no Nordeste desempenha um importante papel, por esta regido concentrar 93,75% do
rebanho nacional (FAO, 2006). Entre os fatores que tém colaborado para essa consolidagao,
destacam-se o prego atrativo do leite, da carne e a producdo de peles (VASCONCELOQOS;
VIEIRA, 2002).

No tocante a pele de caprinos, um significante montante que chegam aos curtumes
nordestinos, é considerado impréprio para industria. Isto se deve principalmente a
problemas ligados ao manejo, o qual tem a caatinga como principal suporte forrageiro.
Além disso, o abate tardio expde os animais por um periodo mais longo a vegetacdo
espinhosa e ds cercas de arame farpado. Por outro lado, problemas sanitarios causados por
lesdes decorrentes de linfadenite caseosa, sarna demodécica, e feridas, bem como por
processos arcaicos de abate, de esfola, conservacdo, armazenamento e transporte, também
interferem na qualidade das peles (SIMPLfCIO et al.,, 2004). Portanto maximizar a
producdo de peles pela qualidade representa um incremento na renda de produtores de
caprinos, particularmente pequenos produtores que utilizam a exploracdo destes animais
como subsisténcia familiar (WANDER et al., 2003).

Por ser a primeira barreira de prote¢do do organismo contra agentes externos, a pele
estd sujeita a constantes agressdes e sua capacidade de reparagdo tecidual é de grande
importancia para a sobrevivéncia (MOORE; DALLEY, 2001; NOGUEIRA, 2005). Apds
uma agressao fisica, quimica ou bioldgica, ocorre uma perturbacdo do equilibrio entre as
células do tecido normal, por essa razdo observa-se resposta tissular a injuria que €
caracterizada por uma cascata de eventos celulares e humorais que se iniciam com a
coagulacdo e compreendem a inflamagcdo, a proliferacio de fibroblastos e o
remodelamento, visando o reparo tecidual e a reposi¢do de coldgeno (CARDOSO, 2002;
CARVALHO, 2002; MEDEIROS et al., 2005).

Como as perdas de pele nos animais sdo muito freqiientes e oriundas de diferentes

causas, € importante diversificar as op¢des de tratamento a fim de se obter condic¢des
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especificas para cada situagdo. Nesse sentido, o emprego de produtos medicinais de origem
natural vem surgindo como alternativa e se deve principalmente a grande tendéncia da
busca por remédios fitoterdpicos, vinculadas a fatores socioecondmicos, pois 0os custos sao
menores, de manutencao das tradi¢des culturais e a busca de um medicamento com menor
efeito colateral (COELHO, 1998; SARANDY, 2007). No entanto, ainda sdo necessarias
muitas pesquisas para atribuir a estes os seus efeitos terapéuticos.

O Brasil € o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de 15 a 20%
do total mundial, com destaque para as plantas superiores, nas quais detém
aproximadamente 24% da biodiversidade Embora o nosso Pais possua a maior diversidade
vegetal do mundo, com cerca de 60.000 espécies vegetais superiores catalogadas
(PRANCE, 1977), apenas 8% foram estudadas para pesquisas de compostos bioativos e
1.100 espécies foram avaliadas em suas propriedades medicinais (GUERRA et al., 2001).

Plantas medicinais e outros produtos naturais sdo recursos terapéuticos amplamente
utilizados no auxilio da cicatrizacdo de feridas cutaneas (EURIDES er al.,1998). Cita-se o
uso de tintura de confrei (Symphytum officinale L.) (CARVALHO et al.,1991), a papaina
(SANCHEZ NETO,1993; NOGUEIRA et al., 2005), a babosa (Aloe vera) associada ao
propolis (DORNELLES et al., 2002), o actcar adicionado ao mel (PRATA et al.,1998) a
caléndula (Calendula officinallis) (FERNANDES, 2003; NETO et al.,, 1996), extrato
aquoso do trigo (Triticum vulgare) (MATERA et al., 2002), 6leo de girassol (Helianthus
annuus) (MARQUES et al., 2004), a arnica (Solidago microglossa DC) (NETO, 2001), rosa
mosqueta (Rosa aff. rubiginosa) (MARCHINI et al., 1988).

O jucé (Caesalpinia ferrea) € outro exemplar bastante utilizado na medicina popular
para tratamento de distirbios da cicatriza¢do, porém sdo poucos os trabalhos cientificos
existentes na literatura respaldando essa terap€utica. Assim, este trabalho tem por objetivo

avaliar a atividade cicatrizante dessa planta em lesdes cutineas de caprinos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cicatrizagdo

A capacidade do corpo de substituir células lesadas ou mortas e de proceder ao reparo
dos tecidos apds a inflamacdo € critica para sobrevivéncia (COTRAN et al., 2000). Esse
processo de reparagdo pode ocorrer por dois processos distintos: a regeneragdo que € a
substitui¢do do tecido lesado por um tecido semelhante aquele perdido na lesdo, ocorre em
tecidos com grande potencial mitdtico, enquanto que a cicatrizagdo € o processo pelo qual a
perda tecidual € substituida por uma cicatriz ndo funcional (CARVALHO, 2002;
MEDEIROS et al., 2005).

A cicatrizagdo de lesdes cutianeas € um processo bioldgico dindmico bem ordenado,
no qual a lesdo tecidual acarreta a ruptura e o conseqiiente extravasamento do contetido de
vasos sangiiineos. Este processo € didaticamente dividido nas seguintes fases: hemostasia,
fase inflamatéria, fase proliferativa ou de granulacdo e de remodelacio da matriz
extracelular, como ilustrado na Figura 1 (BRANSKI et al., 2005, SHIMIZU, 2005).

Logo ap6s o tecido ser lesionado, a lesdo dos vasos produz sangramento, € a resposta
do organismo frente a esse evento € a hemostasia, que se traduz por vasoconstricdo e
formacdo de codgulo (FINE; MUSTOE, 2001). O codagulo € uma cobertura primadria
composta por fibrina que auxilia na aproximag¢ao das bordas lesadas e fornece um ambiente
para as plaquetas secretem fatores de crescimento (FCs), citocinas e elementos da matriz
extracelular (MEC). Estes mediadores do processo inflamatério recrutam macréfagos e

neutréfilos, os quais secretam diversos fatores especificos que orquestram as fases

seguintes do processo de reparacao tecidual (HOM, 1993; SANTORO; GAUDINO, 2005).
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Figura 1: Etapas do processo cicatricial de lesdes cutineas. Fonte: Experts Reviews in
Molecular Medicine , 2003. Cambridge University Press.

A inflamacdo atua no sentido de bloquear, diluir ou destruir o agente agressor,
substituindo tecido agredido pela regeneracdo das células parenquimatosas nativas e pelo
preenchimento de tecido fibrobldstico, reconstituindo e cicatrizando o tecido lesado
(MAJNO, 1992) e se traduz por migracdo celular intensificada através das vénulas e
extravasamento de moléculas séricas, anticorpos, complemento e proteinas pelos capilares.
Estes eventos sdo controlados pelo aumento do suprimento sangiiineo, pela vasodilatagcao e
pelo aumento da permeabilidade capilar (CARVALHO, 2002).

Os neutréfilos aderem-se ao local da lesdo poucas horas apds ocorrer a injuria, através
de quimiotaxia por mediadores liberados por plaquetas, células pertencentes ao sistema
imune, microrganismos ou ainda devido a ativacdo do complemento (PARK; BARBUL,
2004; SZPADERSKA; DIPIETRO, 2005). Além de sua fun¢do fagocitdria, os neutréfilos

possuem acgdo pro-inflamatdéria pela liberacdo de citocinas que ativam fibroblastos e
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queratindcitos. Caso a ferida ndo esteja severamente infectada, em poucos dias o nimero de
neutréfilos diminui devido a fagocitose por macrofagos (MARTIN, 1997; WERNER;
GROSE, 2003).

Depois de um ou dois dias, mondcitos teciduais se infiltram no local da lesdo e se
diferenciam em macréfagos que participam e concluem o processo inflamatério, realizando
um debridamento no local da lesio (SCHAFFER et al., 1996). O debridamento é facilitado
pela fagocitose e pela producdo de enzimas como a colagenase e elastase (PARK;
BARBUL, 2004; SZPADERSKA; DIPIETRO, 2005).

Os macrofagos possuem fungdo essencial na continuidade do processo cicatricial, por
secretarem fatores de crescimento (Tabela 1), promovendo ndo s6 a proliferacdo celular e
sintese protéica, como também a producdo de componentes da matriz extracelular. Estas
células também estimulam a proliferacdo de linfécitos e liberacao de citocinas em resposta
a antigenos especificos (IBA et al., 2004; SZPADERSKA; DIPIETRO, 2005). As citocinas
liberadas por estas células: Fator de Crescimento Derivados de Plaqueta (PGDF), Fator de
Crescimento Transformante  (TGF- ), Fator de Crescimento Epidermal (EGF), Fator de
Necrose Tumoral (TNF), Fatores de Crescimento de Fibroblastos (FGF), entre outras,
provocam o influxo de neutréfilos, bem como a migracdo e proliferacdo de células
endoteliais, fibroblastos e células indiferenciadas que comecgardo a repopular o sitio da
lesao (RICHES, 1996; DANTAS, 2000; WERNER; GROSE, 2003). Sob acdo destes
fatores sdo mitogé€nicos e quimiotdticos, as células endoteliais que circundam a lesao
migram até esta para formar novos vasos sanguineos. A interleucina-4 (IL-4), citocina
secretada por macréfagos, € também responsdvel pela formacdo do tecido conjuntivo (por
exemplo, produgdo de coldgeno por fibroblastos) fazendo com que fibroblastos e outras
células presentes migrem através das trabéculas de fibrina presentes na lesdao (MUTSAERS

et al., 1997; BRANSKI et al., 2005).
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Tabela 1: Fatores de crescimento envolvidos no processo cicatricial de lesdes cutaneas
(extraido de AUKHIL, 2000).

Fator de Crescimento Fonte Efeito

Fator de Crescimento de Fibroblastos Macrofagos, células | Proliferacio dos fibroblastos

(FGF) 1,2¢e4 endoteliais e angiogénese

Fator de Crescimento Transformante-o« | Macréfagos e Reepitelizacdo

(TGF-o) queratindcitos

Fator de Crescimento Transformante B1 | Plaquetas, Quimiotaxia de fibroblastos e
e B2 (TGF-B1 e B2) macréfagos macréfagos; sintese da matriz

extracelular; secrecdo de
inibidores de protease

Fator de Crescimento Epidermal (EGF) | Plaquetas Reepitelizacao

Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas, Quimiotaxia de fibroblastos e

Plaqueta (PGDF), isoformas AA, AB e | macréfagos, macréfagos, proliferagao de

BB. queratindcitos fibroblastos e sintese da
matriz

Fator de Crescimento de Queratindcitos | Fibroblastos Proliferacdo de queratindcitos

(KGF) presentes na derme

Interleucina loce B Neutrofilos Ativa a expressdo do fator de

crescimento em macréfagos,
queratindcitos e fibroblastos

Fator de Necrose Tumoral-o. (TNF-o) | Neutrofilos Ativa a expressao do fator de
crescimento em macréfagos,
queratindcitos e fibroblastos

Durante a fase proliferativa observam-se o surgimento do tecido de granulacdo,
reepitelizacdo e contracdo da ferida, os quais desempenham papéis importantes na
cicatrizagdo normal. O processo de proliferacdo de fibroblastos e a atividade sintética de
coldgeno sdo denominados de fibroplasia. A fase fibroplasica € caracterizada ainda por um
aumento do nimero de fibroblastos, os quais iniciam a sintese e secre¢do de componentes
da matriz extracelular, como os glicosaminoglicanos e as fibras coldgenas tipo I e III,
associadas a proliferacdo e ao crescimento interno dos capilares (angiogénese) (REGAN e
BARBUL, 1994; STEED, 1997; KUMAR et al., 2005).

Com o crescimento centripeto dos fibroblastos a partir das margens da ferida,
observa-se simultaneamente a ocorréncia da angiogénese. As células endoteliais no interior

dos capilares intactos nas margens da ferida passam através da membrana basal da parede
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vascular, mediante a secrecdo de colagenase e do fator ativador do plasminogénio. Em
seguida, essas células migram na direcao do espaco ocupado pela ferida, utilizando como
substrato a matriz extracelular ali presente. Essas células migratorias diferenciam-se para
formar novos tubos capilares, no que resulta a maior parte da neovascularizacdo que ocorre
na ferida, sendo secunddria a diferenciacdo das células endoteliais migratérias
(CARVALHO, 2002; CARDOSO, 2003).

O estimulo responsavel pela angiogénese estd relacionado a liberacdo de diversos
fatores soluveis (peptideos) no local da lesdo. Tais fatores de crescimento tém potentes
propriedades bioldgicas de quimioatracdo e mitogénese demonstradas através de sistemas
experimentais in vitro e ensaios in vivo (FAZIK, 2000; LABRO, 2000).

Como conseqiiéncia de angiogénese, o tecido conjuntivo (agora denominado tecido de
granulacdo) € formado, recebendo esta denominagdo devido a sua aparéncia granular pela
presenca de inimeros capilares (WERNER; GROSE, 2003).

O tecido de granulacdo pode ser compreendido como uma matriz fridvel de
fribronectina, coldgeno e 4cido hialur6nico, onde estd embebida uma densa populacdo de
macréfagos e fibroblastos, associada a vasos sanguineos neoformados (MUTSAERS et al.,
1997). Sao varios os fatores responsaveis pela formacao do tecido de granulacdo. Embora
os fatores de crescimento desempenhem um papel crucial na migracdo e diferenciacdo das
células necessdrias a formacdo desse tecido, os macréfagos presentes na ferida e as
plaquetas capturadas no trombo sdo, provavelmente, os principais contribuintes para o
processo (CARVALHO, 2002).

Os fibroblastos infiltrados na drea da lesdo desempenham, nesse momento, dois
papéis significativos: 1, produzir e depositar grande quantidade de elementos da MEC,
principalmente fibras coldgenas do tipo I e III, que aumentam a forca ténsil da lesdo,
contribuindo para o fechamento da lesio (CARVALHO, 2002); 2, diferenciar-se em
miofibroblastos, cuja func¢do primordial é neoformagdo dermal e contracdo das margens da
ferida, alinhando-se a elas e unindo-as (THOMAS et al., 1995, MOULIN et al., 2000;
GOMATHI et al., 2003). Os miofibroblastos foram inicialmente identificados como um
fibroblasto modificado que possuia caracteristicas de uma célula muscular lisa, através de
microscopia eletrénica no tecido de granulacdo de feridas cicatrizadas (DESMOULIERE;

CHAONNIER; GABBIANE, 2005). A conversao de fibroblastos em miofibroblastos é
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realizada por fatores de crescimento como o TGF-bl, expressando a-actina do musculo liso
e tornando-se células musculares lisas capazes de realizar grandes forcas contrateis
(MARTIN, 1997).

Outro evento importante nesse periodo € a reepitelizacdo, iniciada pela migracao de
células epiteliais (queratindcitos), desde as margens da ferida (CARVALHO, 2002). Na
pele integra, os queratindcitos estdo ligados a membrana basal, porém quando ocorre a
lesdo cutinea, estas células se locomovem através de contracdo dos filamentos de
actinomiosina e se inserem nos novos complexos de adesdao (MARTIN, 1997).

Concomitantemente a migragao, as células sofrem altera¢des fenotipicas especificas,
como a retracdo dos tonofilamentos intracelulares, dissolu¢do dos desmossomos
intercelulares e formacdo de actina citoplasmaticos na periferia (CARVALHO, 2002;
EHRLICH; DIEZ, 2003). Tais alteragdes liberam as células da membrana basal subjacente
e das células epiteliais adjacentes, dando-lhes a capacidade de movimentar-se lateralmente.

As células migram sobre uma matriz extracelular proviséria, quando a superficie da
ferida estd umedecida e bem oxigenada, ocorrendo a migracao epitelial com maior rapidez
(CARVALHO, 2002). O processo de reepitelizacdo € estimulado pelo EGF, TGFa e pelo
fator de crescimento de queratinécitos, ocorrendo logo apds a ruptura da epiderme, pelo
movimento dos queratindcitos da margem da lesdo sobre a matriz proviséria do tecido de
granulacdo (THOMAS et al., 1995, WERNER; GROSE, 2003).

Se uma escara (crosta) estd por cima da ferida, as células migratérias promovem uma
dissec¢do entre a matriz e os restos celulares suprajacentes, mas o processo sofre certo
atraso. Tao logo a reepitelizagdo se tenha completado por toda a superficie da ferida, as
células epiteliais revertem ao seu fendtipo normal, a membrana basal € reconstituida pelo
novo epitélio, e hemidesmossomos e desmossomos sao reformados (CARVALHO, 2002).

A remodelacdo da cicatriz normalmente se inicia por volta da terceira semana apds o
trauma e persiste por meses ou anos. Esta fase se caracteriza por modificacdes no tecido
conjuntivo, sobretudo da matriz extracelular, como a acdo de enzimas proteoliticas que
metabolizam o excesso de ligagdes mais estdveis entre as fibras protéicas para ganho de
uma maior resisténcia mecanica na ferida, e por ultimo hd uma diminui¢do da

vascularizacio (FINE; MUSTOE, 2001).
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A principio, o coldgeno é depositado sobre a fibronectina de maneira aleatoria;
dependendo da natureza e direcao das tensdes aplicadas ao tecido. Essas fibras de colageno
sdo subseqiientemente digeridas pela enzima colagenase e formadas novamente, em
arranjos similares aos observados no tecido nio afetado adjacente. A medida que vai
ocorrendo a remodelacdo da cicatriz, as fibras de coldgeno ficam orientadas paralelamente
as forgas direcionais aplicadas sobre elas, analogamente as fibras de coldgeno formadoras
de um tenddo. Assim sendo, a cicatriz adquire forca ténsil e, portanto, integridade
funcional. A colagenase é produzida por vérios tipos celulares na ferida: leucdcitos,
macréfagos, fibroblastos e células epiteliais (CARVALHO, 2002), degradando,
especificamente, coldgeno dos tipos I, II e III presentes no tecido conjuntivo. Estas enzimas
desfazem a estrutura helicoidal das fibras de coldgeno, deixando-as susceptiveis a clivagem
enzimatica por outras metaloproteases de matriz (MMPs) e proteases (WONG et al., 2002).

A remodelagdo ocorre durante a fase final do processo reparatério e pode continuar
durante alguns meses, observando-se sintese, depdsito, contragdo e remodelacdo da matriz
extracelular (MEC) neoformada. Os fibroblastos continuam a ser as ‘“células-chave” neste
processo, pois estes migram até o local da lesao de forma dependente da ativagdao por
enzimas proteoliticas e de componentes das enzimas ativadoras de plasminogénio (PA):
sistema plasmina e MMPs. As MMPs facilitam a migracdo dos fibroblastos através da
MEC e leito da lesdo (PILCHER et al., 1999; GRINNELL, 2003).

Gradativamente os feixes de fibras coldgenas tornam-se mais espessos, resultando em
uma configuracdo mais regular, que estd diretamente relacionada as forgas mecanicas as
quais o tecido estd sujeito durante a atividade normal. Em resultado ao processo de
remodelacgdo, a lesdo torna-se mais resistente apds o coldgeno ter sofrido maturacio. O tipo
de coldgeno secretado inicialmente, na fase proliferativa, era do tipo III que posteriormente,
por degradacao, € substituido por coldgeno do tipo I (STEVENS; LOWE, 1996).

A cicatriz passa a apresentar a forma de uma massa fibrética acrescida de fibras
coldgenas. Observa-se apoptose dos fibroblastos e das células endoteliais, e os eosindfilos
aparecem nas ultimas fases da reparacdo, possivelmente devido a fatores de crescimento.
Os anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas sudoriparas sofrem regeneragcao
limitada; a coloracdo da cicatriz € palida, pois a regeneracdo dos melandcitos é deficitaria

(DIPIETRO; BURNS, 2003).

23



Na tentativa de apresentar didaticamente os processos de cura e reparo como fases
especificas, caracterizadas por mecanismos precisos, pode-se observar uma sobreposi¢ao
significativa entre as fases do processo. Também podem ser observadas variacdes
significativas na natureza, composi¢do e duracdo das fases em diferentes feridas,
dependendo do local onde se encontra o tecido, do grau de contaminagdo e infeccdo

bacterianas, da irrigacao sangiiinea e da extensao da lesdo ao tecido (CARVALHO, 2002).

2.2. Fitoterapia

Desde os tempos mais remotos, as plantas sdo usadas pelo homem como alimento e
no tratamento de doencas (BENDAZZOLI, 2002). Neste sentido, a origem do
conhecimento do homem sobre as propriedades medicinais das plantas confunde-se com
sua propria histéria (NOVALIS et al., 2003; COWAN, 1999; CALIXTO, 2000).

Ja no inicio do século XX, a consolidacdo do processo de industrializagdo e o
aumento na produ¢do de compostos terapéuticos sintéticos mais puros, ativos € com menos
efeitos colaterais, aliados ao dificil controle de qualidade dos extratos vegetais utilizados,
ocasionaram um preferéncia mundial pelo medicamentos terapéuticos industrializados
(TOLEDO, 2002).

Nos dias de hoje, nota-se um retorno do interesse pelas plantas medicinais, devido a
grande procura por terapias alternativas. Isto se deve principalmente a ineficiéncia de
alguns produtos sintéticos, ao alto custo dos medicamentos alopdticos e a busca da
populacdo por tratamentos menos agressivos ao organismo (RIBEIRO et al., 2005).

Os medicamentos fitoterdpicos sdo preparagdes farmacéuticas (extratos, tinturas,
pomadas e cdpsulas) de ervas medicinais, obtidas a partir de uma ou mais plantas, que
podem ser utilizadas para o tratamento de varias doencas. Usualmente, as substancias ativas
responsaveis por seu efeito farmacolégico s@o desconhecidas; Dentre as indmeras
vantagens dos fitoterdpicos estdo seu largo uso terapéutico, seu baixo custo e a grande
disponibilidade para a populacdo de baixa renda (CALIXTO, 2000).

Os vegetais sdo excelentes fontes de matéria-prima na busca de novas drogas, tendo-
se em vista que a diversidade molecular dos produtos naturais € muito superior aquela

derivada dos processos de sintese quimica. A fantdstica variedade e complexidade de
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metabolitos biossintetizados pelas plantas sofrem a influéncia dos estimulos ambientais,
bastante varidveis, de natureza quimica, fisica e biolégica, sobre sua composi¢do quimica,
sintetizando moléculas de estruturas complexas e com grande diversidade de esqueletos e
grupos quimicos funcionais (ALVES, 2001; RISSATO et al, 2004).

Deve-se ainda ressaltar a importancia dos compostos de origem vegetal na medicina
moderna, pois entre 1984 e 1994, dos medicamentos aprovados pelo Ministério da Satde,
6% foram extraidos diretamente de espécies vegetais, 24% foram produzidos a partir de
produtos derivados de vegetais e 9% foram desenvolvidos através de modelagem molecular
de estruturas quimicas de compostos vegetais que serviram como protétipos. Atualmente,
metade dos 25 medicamentos de maior utilizagdo no mundo foi originada de metabdlitos
secundérios de vegetais (ALVES, 2001).

O conhecimento popular originado da cultura dos povos é considerado o ponto de
partida para o conhecimento cientifico. A partir dele, supde-se que foram desenvolvidos
mais de 70% dos medicamentos derivados de plantas. Apesar de haver contrapontos entre o
conhecimento cientifico e o saber popular, no que se refere as exigéncias da constru¢do de
um conhecimento cientifico aceito das plantas medicinais, a constante integracdo entre
esses saberes contribui muito para a aquisicdo de novos conhecimentos, auxiliando os
pesquisadores na busca da cura para diversas doencas (BITTENCOURT et al., 2002).

De acordo com a Organizacio Mundial da Saide (OMS), 80% da populacdo do
planeta de algum modo utilizam plantas medicinais como medicamentos, sendo somente
30% por indicacao médica (GARCIA et al., 1996).

Uma revisdo realizada por O’Hara et al (1998) mostrou que mais de um ter¢co dos
americanos faz o uso de plantas medicinais para problemas de saide e freqlientemente
faltam informagdes, tanto para médicos como para paciente, sobre a seguranca , eficicia e
qualidade desses medicamentos. Portanto, € necessario os pacientes que utilizam plantas
medicinais compreenderem que as ervas vegetais sdo drogas portadoras de substancias
bioativas benéficas, mas que também podem causar efeitos adversos; dai a importancia da
utilizacdo de medicamentos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), que sé
aprovam os produtos perante demonstracao de sua eficécia e seguranca.

Apesar de os efeitos na utiliza¢do de fitoterdpicos serem menos freqiientes do que nas

drogas sintéticas, os testes clinicos atestam que eles existem. Na verdade, ha poucos dados
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sobre a eficacia, segurancga e qualidade de muitas plantas medicinais e a sua larga utilizacao
ndo ¢ suficiente para validd-las eticamente como medicamentos seguros e eficazes
(CALIXTO, 2000). Nesse sentido, é imprescindivel que o fitoterdpico, para ser
comercializado, esteja registrado no Ministério da Saide (LAPA et al., 2000).

Os fitoterapicos com maior nimero de estudos cientificos fazem parte de uma lista
(Lista de Registro Simplificado de Fitoterdpicos), reconhecida pela ANVISA, e podem
obter registro sem necessidade de validar suas indicacOes terapéuticas e seguranca de uso
(BRASIL, 2004). Caso o fitoterdpico ndo conte nesta lista, para que seja registrado, é
necessario que a industria farmacéutica comprove a seguranca e eficacia do produto.

Nao obstante, a questdo ndo se resume na producdo e registro de novos farmacos
ativos, estd também diretamente ligada as solugdes de problemas mais urgentes da
populacdo, devido ao alto custo dos medicamentos farmacéuticos e pela deficiéncia da rede
publica na assisténcia primaria 4 saude, visto que 80% da populacdo nao tém acesso aos
medicamentos essenciais (RODRIGUES, 2005).

O Brasil € o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de 15 a 20%
do total mundial, com destaque para as plantas superiores, nas quais detém
aproximadamente 24% da biodiversidade (PRANCE, 1977). Contudo, apenas 8% foram
estudadas para pesquisas de compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas em suas
propriedades medicinais (GUERRA et al., 2001).

Dentre as substancias naturais utilizadas no auxilio da cicatrizacdo de feridas
cutaneas destacam-se a tintura de confrei (Symphytum officinale L.) (CARVALHO et
al.,1991), a papaina (SANCHEZ NETO,1993; NOGUEIRA et al., 2005), a babosa (Aloe
vera) associada ao prépolis (DORNELLES et al., 2002), o agtcar adicionado ao mel
(PRATA et al.,1998) a caléndula (Calendula officinallis) (FERNANDES, 2003; NETO et
al., 1996), extrato aquoso do trigo (Triticum vulgare) (MATERA et al., 2002), 6leo de
girassol (Helianthus annuus) (MARQUES et al., 2004), a arnica (Solidago microglossa
DC) (NETO, 2001), rosa mosqueta (Rosa aff. rubiginosa) (MARCHINI et al., 1988).

Considerando-se a velocidade em que ocorre o fendmeno de extincdo das espécies
vegetais, um enorme numero de plantas com propriedades medicinais corre o risco de
desaparecer antes mesmo de seu valor ser reconhecido, o que torna ainda mais urgente

intensificar os investimentos nessa area (GARCIA et al., 1996), além de necessidade de
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superar a dependéncia de outros paises, uma vez que 84% dos farmacos no Brasil sdo
importados e 78% da produgdo brasileira sdo feitos em multinacionais (BERMUDES,

1995).

2.3. Caesalpinia ferrea

Caesalpinia ferrea Martius ex Tul. var. ferrea € uma arvore que pertence a familia
Leguminosae - Caesalpininoideae (Caesalpiniaceae) e que cresce em todo o Brasil
(BRAGANCA, 1996; LORENZI, 2002), largamente distribuida nas regides Norte e
Nordeste, principalmente em Pernambuco e no Ceara (ALZUGARAY, 1984), sendo
conhecida como pau-ferro, jucd, ibird-obi, imird-itd, muird-obi, muiré-itd (P10 CORREA,
1984).

Possui flores amarelas pequenas e em cachos; frutos de cor marrom escura, do tipo
legume (vagem) com sementes escuras; folhas compostas; altura de 10-15 m, com tronco
curto de 40 a 60 cm de didmetro que possui manchas claras (Figura 2). A arvore € bastante
ornamental, podendo ser empregada na arborizacdo de ruas e avenidas e aproveitadas para
plantios em dreas degradadas, além de fornecer lenha e madeira para construgdo civil (PIO
CORREA, 1984; LORENZI, 2002). Além disso, o pau-ferro € considerado uma forrageira
importante no Nordeste, tanto pela sua adaptacdo natural a regido, como também por
fornecer forragem durante a seca (NASCIMENTO et al., 2002).

Algumas das propriedades terapéuticas de C. ferrea tém sido descritas, e incluem
tratamento de ferimentos e contusdes, alivio de tosse cronica e asma (BRAGA, 1976;
HASHIMOTO, 1996). Além disso, algumas pesquisas mostram que O jucd possui acao
antiulcerogénica (BACCHI; SERTIE, 1994; BACCHI et al, 1995) e antiinflamatdria, bem
como propriedades analgésicas (THOMAS et al, 1988; CARVALHO et al., 1996).
Os frutos tém sido usados também no tratamento de diabetes (BALBACH, 1972) e na
prevengdo do cancer (NAKAMURA et al., 2002a). Os constituintes extraidos dos extratos
alcoodlicos ja foram avaliados in vivo quanto ao seu efeito antitumoral em processos
carcinogénicos de pele, no segundo estagio (NAKAMURA et al., 2002b).

As raizes do pau-ferro sdo utilizadas como antipiréticas e antidiarréicas, e a decoccao
da madeira € anticatarral e cicatrizante (PENNA, 1964; PIO CORREA, 1984; LEWIS,

1987). A casca do caule € usada ainda como descongestionante, no tratamento de
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enterocolite e diarréia (BALBACH, 1972), para tratamento de diabetes e contra reumatismo
(BRAGANCA, 1996; GOMES, 2003), mostrando ainda possiveis beneficios no sistema
cardiovascular dos usudrios (MENEZES et al., 2007). Um estudo fitoquimico preliminar do
extrato hidroalcéolico da casca e das folhas demonstrou a presenca de flavondides,
saponinas, taninos, cumarinas, esterdides e compostos fendlicos (GONZALEZ et al., 2004).

O extrato aquoso de C. ferrea mostrou-se ainda eficaz no estimulo da mielopoiese
frente a listeriose e tumor ascitico de Ehrlich em ratos, promovendo certa protecao contra a
dose letal de Listeria monocytogenes e aumentando a sobrevivéncia dos animais
respectivamente (QUEIROZ et al., 2001).

A utilizac@o e a comercializa¢do de extratos aquoso e alcodlico, farinhas de diversos
tecidos e da vagem de C. ferrea desperta o interesse desta planta para estudos e aplicagdes

na medicina popular.

ST & : ¥ s
Figura 2 - Arvore, (A), Flor (B), Arvore (C) e fruto (D) de Caesalpinia ferrea Mart. ex
Tul. var.  ferrea. Fontes: http://www.arvores.brasil.nom.br/florin/pferro.htm;

http://portalamazonia. locaweb.com.br/sites/ervas.htm
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CAPITULO 1

Avaliacao da atividade cicatrizante da Caesalpinia ferrea ( tul.) Martius (juca) em lesoes
cutaneas de caprinos

Evaluation of the Caesalpinia ferrea in the healing process of cutaneous wounds in goats

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento tépico de pomada do ritidoma de Juca
(Caesalpinia ferrea Martius) no processo cicatricial de feridas cutaneas. Quinze caprinos machos
foram submetidos a remocgao circular de pele de 4cm de cada lado regido tordcica. As feridas do
lado direito receberam a referida pomada, as do lado esquerdo, vaselina. Os animais foram
divididos em trés grupos distintos, para avaliagdes clinicas, histopaldgica, bacteriolégica e
morfométrica das feridas nos periodos de 7, 14 e 21 dias de p6s-operatorio (PO). Observou-se nos
grupos a presenca de hiperemia e edema circunscritos a lesdo até o 3° dia de evolucdo pds-
cirirgica. Para realizacdo do exame histopatoldgico, as feridas foram submetidas a bidpsias em
tempos diferentes (7, 14 e 21 dias) e revelou infiltrado inflamatério, neoangiogénese, fibroblastos
e fibras coldgenas. As feridas tratadas no 21° dia apresentavam, microscopicamente, completa
epitelizagdo, enquanto que as feridas do grupo controle necessitavam de mais tempo para
resolugdo do processo cicatricial. O exame microbiologico foi realizado no momento da
producdo da ferida, no qual ndo se observou crescimento bacteriano € no momento das bidpsias,
identificando-se a presenca de Klebisiella sp, Shigella sonnei, Escherichia coli, Salmonella sp,
Proteus sp, Providence sp.,Enterobacter agglomerans e Staphylococcus aureus. A utilizagdo
tépica da pomada de Caesalpinia ferrea apresentou eficiéncia significativa no auxilio da reparagcdo

cicatricial de feridas cutaneas de caprinos.

Palavras chave: ferida, cicatrizacdo, caprinos, Caesalpinia ferrea
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ABSTRACT

The aim of this study to evaluate the effect of the topical treatment with ointment of Juca
(Caesalpinia ferrea Martius) rthytidome in the cutaneous wound healing. Fifteen male goats were
submitted to surgical removal of a circular fragment of skin, with 4,0 cm of diameter on the
thoracic region, being one on each side. The wounds on the right side received the ointment and
the wounds of the left side vaseline. The animals were divided into three groups for clinical,
histopathological. bacteriological, and morph metrical evaluations of the wounds, on the 7th, 14th
and 21st days after surgery. It were observed in the groups the presence of hyperemia and
circumscribed edema to lesion until the 3™ day of pos-surgical evolution. For accomplishment of
the histopathological exam, the wounds were submitted to biopsies in different and previously
determined times (7, 14, 21 days) and revealed infiltrated inflammatory cells, neoangiogenesis,
fibroblasts and collagens fibers. The treated wounds in 21st day presented microscopically
complete epitelization, while the wounds of the group control needed of more some time for
resolution of the cicatricial process. The microbiological exam was accomplished in the moment
of the wounds production, when bacterial growth was not observed and in the biopsies moments,
identifying the presence of Klebisiella sp, Shigella sonnei, Escherichia coli, Salmonella sp,
Proteus sp, Providence sp.,Enterobacter agglomerans e Staphylococcus aureus. The use of

Caesalpinia ferrea ointments was efficient to help tissue repairment of goat cutaneous wounds.

Key words: wound, tissue repair, goats, Caesalpinia ferrea

1. INTRODUCAO

A cicatrizacdo € um fendmeno natural de reorganizacao dos tecidos organicos que se inicia
a partir da perda tecidual e no qual o tecido lesado € substituido por um tecido conjuntivo
vascularizado (BRASILEIRO FILHO, 1998). E um processo dindmico envolvendo fendmenos
bioquimicos e fisiologicos que se comportem de forma harmoniosa para promover a restauracao
tissular (MANDELBAUM et al., 2003), que pode ser dividido em fases distintas, caracterizadas
por uma populagdo celular predominante e seguindo uma seqiiéncia conservada de eventos que se
sobrepdem no tempo e incluem inflamacdo, proliferacdo e remodelacdo tecidual. (CLARK,

1996).
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No tratamento de feridas, tem-se intensificado a pesquisa de produtos naturais para auxiliar
a cicatrizagcdo. Cita-se o uso da papaina (SANCHEZ NETO,1993; NOGUEIRA et al., 2005),
barbatimao (Stryphynodendron barbatiman martius) (EURIDES et al, 1996), o aguicar adicionado
ao mel (PRATA et al.,1998), a babosa (Aloe vera) associada ao propolis (DORNELLES et al.,
2002), tintura de confrei (Symphytum officinale L.) (CARVALHO et al.,1991), a caléndula
(Calendula officinallis) (FERNANDES, 2003; NETO et al., 1996), extrato aquoso do trigo
(Triticum vulgare) (MATERA et al., 2002), 6leo de girassol (Helianthus annuus) (MARQUES et
al.,, 2004), a arnica (Solidago microglossa DC) (NETO, 2001), rosa mosqueta (Rosa aff.
rubiginosa) (MARCHINI et al., 1988).
O jucd (Caesalpinia ferrea Martius ex Tul var. ferrea) € uma arvore leguminosa nativa do
Brasil, amplamente distribuida principalmente no Norte e Nordeste (BRAGANCA, 1996;
LORENZI, 2002). Tem sido relatado seu uso na medicina popular para o tratamento de afeccoes
bronco-pulmonares, diabetes, reumatismo, cancer, distirbios gastrintestinais, diarréia, inflamacgao
e dor (BALBACH, 1972; BRAGANCA, 1996; HASHIMOTO, 1996; NAKAMURA et al., 2002;
FRASSON, BITTENCOURT, HEINZMANN, 2003; GOMES, 2003).
O presente estudo tem por objetivo avaliar a cicatrizacdo de feridas cutineas abertas em
caprinos, tratados com uso topico de pomada de Caesalpinia ferrea mediante andlise macro,

microscépica e bacterioldgica do processo cicatricial até o 21° dia de pds-operatério.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do Experimento

O experimento foi desenvolvido no Hospital Veterindrio do Departamento de Ciéncias
Animais (DCAn), da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), localizado em
Mossord, Rio Grande do Norte.
2.2. Extracao do po e formulaciao do produto

Foi colhido o ritidoma da Caesalpinia ferrea, acondicionado em sacos pldsticos e
transportado até o laboratério de Patologia da UFERSA. O material foi identificado e catalogado
no Herbério da UFERSA. As cascas foram colocadas para secar a temperatura ambiente por duas

semanas. Em seguida, colocadas em estufa de secagem para retirada da umidade sob temperatura
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de 45 a 50°C, por 24 horas. Posteriormente, submetidas ao processo de moagem em moinho, no
Laboratério de Nutricio Animal da UFERSA. O p6 obtido foi adicionado a vaselina estéril na

propor¢ao de 1:2 m/m e acondicionado para estocagem e posterior utilizacao.

2.3. Animais

Utilizaram-se 15 caprinos, adultos, machos, sem raca definida, considerados sadio apds
exame clinico. Os animais, no dia da chegada, foram submetidos a exame clinico, avaliacdo
hematoldgica e parasitoldgica de fezes, recebendo antiparasitirio quando positivos ao exame
parasitolégico.

Todos os animais passaram um periodo de adaptacdo de 15 dias as condi¢Oes experimentais,
permanecendo em apriscos, sendo submetidos a condi¢des de manejo idénticas, alimentados com
dgua a vontade, feno de capim tifton e ainda suplementados com ragdo comercial na quantidade
de 1,5% de peso do animal por dia, durante o tempo determinado para a conclusao do

experimento.

2.4. Grupos Experimentais
Em cada caprino, produziram-se duas feridas cutaneas na regido tordcica, uma em cada
regido lateral, divididas de acordo com o tipo de tratamento. As lesOes laterais direitas do
hemitérax de todos os animais formarao o grupo tratado (pé em vaselina) e as laterais esquerdas,
o grupo controle (vaselina estéril).
Os animais foram divididos em trés grupos distintos, compostos por 05 animais
denominados GI, GII e GIII, que eram, respectivamente, o grupo 7 dias, grupo 14 dias e grupo 21

dias, de acordo com o periodo para avaliacdo das feridas.

2.5. Producao das feridas

Para o procedimento cirdrgico, os animais foram submetidos a pré-medica¢do com sulfato
de atropina e cloridrato de xilazina, na dose de 0,02 mg/Kg e 0,1 mg/Kg, respectivamente, por via
intra-venosa. Para efetuar a manipulacdo cirdrgica, realizou-se um bloqueio infiltrativo em “L”
duplo, utilizando cloridrato de lidocaina sem vasoconstrictor, na dose de 7 mg/Kg, diluido em

solucdo fisiolégica na proporgao de 1:1 (v/v).
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As lesdo cutdneas foram produzidas apds a tricotomia das regides tordcicas direita e
esquerda e antissepsia com dlcool etilico 70% e gluconato de clorohexidina a 2%. Apds
demarcagdo da drea com moldes de papel de 4cm de diametro, a pele foi incidida com lamina de
bisturi e divulsionada da tela subcutdnea com tesoura romba e pinga de disseccdo, até a ressec¢ao
total. A hemostasia foi realizada por compressao digital e, quando necessdria, pela utilizacao de
pingas hemostéticas.

Cada falha recebeu o tratamento de acordo com a metodologia estabelecida, sendo a drea
cruenta totalmente preenchida com 1 ml de cada produto (vaselina e pomada feita com a planta).
As feridas foram recobertas com compressa de gaze e atadura de crepom (Figura 1). A troca de

curativos e aplicac@o dos produtos foram feitas diariamente até o 21° dia.

2.6. Avaliacao clinica da lesao

Avaliaram-se as feridas apds 24 horas e a cada 3 dias pds-operatério, observando-se na
ferida e na drea circunscrita os seguintes parametros: hiperemia, edema, dor ao toque, hematoma,
sangramento apds as trocas de curativo, secrecao, odor, reacdo dermatoldgica, prurido, presenca e
caracteristica das crostas, coloragdo e aspecto do tecido de granulacdo e cicatricial. Todas as
feridas foram avaliadas, fotografadas e medidos seus didmetros maior € menor, empregando-se
paquimetro, no momento da produgdo da falha cutdnea e no 7°, 14° e 21° dias pds-operatorio

precedendo as bidpsias.

Figura 1. Caprino usando curativos com esparadrapo em volta de todo o perimetro da regido.
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2.7. Avaliacao bacteriologica

Colheram-se amostras através de “swabs” esterilizados, na area da lesdo, no momento da
producdo da falha cutanea e no 7°, 14° e 21° dias de tratamento. As amostras foram semeadas em
meio liquido de BHI (Brain Heart Infusion) e meio s6lido Agar Mueller-Hinton e incubadas por
24 horas. Posteriormente, efetuou-se a leitura, anotando-se os aspectos de crescimento das
colonias. A classificagdo foi realizada de acordo com as caracteristicas morfologicas e
morfotintoriais a técnica de Gram e observadas a microscopia de luz.

Para classificacdo de enterobactérias, utilizou-se as provas bioquimicas de Citrato, Lisina
descarboxilase, Agar Triples Ferro e acticar (TSI), Vermelho de Metila (VM), Voges Proskauer
(VP), Producdo de Endol, Urease e Motilidade. Os estafilococos foram classificados através de
provas bioquimicas tais como: Fermenta¢dao e Oxidag¢ao da Glicose, Fermentacdo da Maltose,
Dnase, Fermentacdo do manitol, além da observacdo da produc¢do de pigmentos da coldnia,
coagulase, presenca e o tipo de hemélise em Agar-sangue, seguindo-se metodologia recomendada
por Carter (1988).

Considerou-se a cultura positiva quando houve o crescimento de microrganismos
consistente em pelo menos duas estrias em cada amostra. A presenca de secre¢do na ferida
determinou a coleta imediata do material para realizacdo de cultura e identificacdo do

microrganismo.

2.8. Procedimentos histolégicos

Realizou-se bidpsias das feridas aos 7°, 14° e 21° dias apds a producdo da lesao. As
condutas de pré-medicacdo e antissepsia foram semelhantes as utilizadas no momento da
producdo da lesdo. Em seguida, fez-se um bloqueio anestésico na drea ao redor da ferida, com 5
cm de distancia, utilizando-se cloridrato de lidocaina a 2% sem vasoconstrictor (MASSONE,
2008). Retirou-se fragmentos de pele através de incisdo abrangendo pele integra e drea cruenta,
que foram fixados em formalina a 10%. Posteriormente, foram incluidos em parafina, para
obtencdo de cortes de Sum de espessura e corados pelo método de hematoxilina-eosina (LUNA,
1968). Observaram-se as laminas em microscopia de luz para a verificagdo da reparacdo tecidual,
considerando-se presenca de fibrina, tecido de granulacdo, células mononucleares,

polimorfonucleares, coldgeno e reepitelizacao
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2.9. Analise morfométrica

Para a obtencdo da drea das feridas, foram realizadas medi¢des dos diametros maior e
menor de suas bordas no momento da bidpsia ao 7°, 14° e 21° dias. A partir, desses elementos,
utilizou-se a equacdo formulada por Prata et al. (1988): A = n . R. r, onde A representa a area
(cm?); “R”, o raio maior e “r’, o raio menor.

O grau de contragdo expresso em percentual, foi mensurado pela equagdo proposta por
Ramsey et al. (1995), onde Wo = drea inicial da ferida e Wi = drea da ferida no dia da

biopsia: 100 x (Wo — Wi)/ Wo = % de contragdo.

2.10. Analise Estatistica
Os resultados de drea e contracdo das feridas serdo expressos em média + desvio padrio,
submetidos a analise de varidncia e ao teste de Tukey, considerando-se significativo os valores

comparados ao nivel de 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Aspectos Clinicos

As feridas apresentaram, no pds-operatério imediato, drea cruenta aumentada de tamanho as
custas da elasticidade da pele circunvizinha a lesdo. A consisténcia fisica da pele é garantida pela
derme que contém densa malha de fibras de coldgeno e elastina; devido as linhas de for¢a e das
fibras elasticas € provavel que, apds a incisdo, ocorra aumento da drea (BOROJEVIC E
SERRICELLA, 1999). Tal achado vem associado a uma contracdo priméria do tecido retirado,
diferentemente da contra¢do secunddria encontrada na cicatrizacdo (MONTEIRO, 2003).

A evolugdo clinica das feridas foi acompanhada através de nove avaliagdes, iniciando-se 24
horas apds a cirurgia e seguindo-se a cada trés dias. Todas as feridas cicatrizaram por segunda
intencao, havendo a substituicdo do tecido injuriado por outro semelhante, porém nao idéntico
(ZANINI, 1990; SHETTY E BERTOLAMI, 1992), caracterizada pela formacdo de tecido de
granulacdo e contracdo da ferida (COELHO, 1998).

Observou-se, apds 24 horas, que as feridas do grupo controle apresentavam dareas
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hiperémicas, com regides de intensa vascularizacio, lesdo profunda e nio nivelada com as bordas,
visualizando-se a tela subcutinea.. Areas esbranquicadas foram decorrentes da impregnagio da
vaselina esterilizada utilizada como controle. As bordas das feridas apresentaram-se bem
definidas geometricamente, entretanto a presenca de edema e dreas com crostas puderam ser
visualizadas na regido de suas margens.

Nas feridas tratadas, observou-se hiperemia, em torno de 50% das feridas e discreto edema
ao redor da falha cutanea. Como a drea cruenta estava recoberta e aderida ao produto, nao foi
possivel uma melhor avaliagdo.

A resposta inicial a um trauma qualquer € a inflamacdo, que é um pré-requisito da
inflamacdo. Logo apds o trauma, com a destruicdo celular, ocorre a liberacdo da histamina, que
promove inicialmente o aumento da permeabilidade vascular, sendo coadjuvada, em menor
quantidade, pela serotonina. O aumento na permeabilidade vascular ndo acontece apenas pela
vasodilatacdo, mas também devido ao afastamento das células endoteliais, permitindo o acimulo
de plasma no local da ferida, caracterizando um exsudato inflamatério e conseqiientemente, o
edema (MONDOLIN; BEVILACQUA, 1992; SANCHEZ NETO et. al., 1993).

Reacgdes de desconforto, tipo dor ao toque, foi verificada apenas no grupo controle, durante
as manobras de trocas de curativos até o 3° dia de pds-cirtirgico. O mesmo ndo foi observado no
grupo tratado, devido possivelmente, a protecio mecénica das feridas exercida pela pomada do
jucd, pois esta formou uma pelicula rigida, delgada e aderida a todo o leito da lesdo.

Para avaliar a secrecdo, utilizaram-se os seguintes parametros: quantidade (leve, moderada e
intensa), coloracdo (amarelada, verde, marrom) e aspecto (seroso, mucoso, purulento,
mucopurulento e serososanguinolento). Nas feridas do grupo controle, observou-se a presenca de
um exsudato brilhoso, de aspecto seroso, transparente, variando de leve a moderada. E provéavel
que este resultado esteja relacionado ao produto utilizado e ndo a infeccdo bacteriana. Ja nas
feridas do grupo tratado ndo se verificou a presenca de secrecdo, possivelmente devido a
formacdo da pelicula, que deve ter criado uma protecdo fisica, impedindo a penetracdo e
multiplicagdo de microrganismo do meio externo no leito da ferida, assim como a perda de dgua e
calor do tecido de granulacio (MONTEIRO, 2003). Essa formacdo da pelicula pode ser
explicada pela riqueza de taninos (GONZALEZ et al., 2004) Os taninos precipitam as proteinas

dos tecidos lesados, formando um revestimento protetor que favorece a sua reparacdao (NETO et
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al., 1996), diminuindo a permeabilidade e exsudacdo da ferida (BROWN; DATTNER, 1998;
BEDI ; SHENEFELT, 2002).

Nas feridas agudas, a presencga de exsudato na incisao € normal durante as primeiras 48 a 72
horas. Apds esse periodo, a exsudacdo € sinal de prejuizo a cicatrizagdo (BATES- JENSEN,
1998). Quando persiste o exsudato, ocorre desagregacdo da crosta favorecendo o
desenvolvimento de germes entre ela e o tecido de granulacao (OLIVEIRA, 1992).

Quanto a formacgdo de crosta, observou-se que estava ausente com 24 horas, sendo que no
grupo controle até o terceiro dia havia a auséncia provavelmente devido ao constante trauma
produzido pela aderéncia e retirada do curativo. Verificou-se a sua presenca em 100% das feridas
do grupo controle no 9° dia. Observou-se ainda, que esta ocupava todo o leito nos primeiros dias,
com reducdo do tamanho a partir do 12° dia, apresentando coloragao vermelha. No grupo tratado,
ndo foi verificada a formagdo da crosta devido a pelicula que o produto formou. Resultados
semelhantes foram encontrados por Monteiro (2003) e Andrade (2006), tratando caprinos,
observaram a presenca de crosta em 100% das feridas do grupo controle em tono do 9° dia e 7°
dia, respectivamente.

Uma ferida ao sofrer agressdo € isolada do meio ambiente apds ser preenchida por
codgulos,fibrinas e exsudato (EURIDES, 1996). A desidratacdo do plasma extravasado e da
camada de sangue na superficie resulta na formacdo de crosta que veda efetivamente a lesao,
funcionando como uma barreira fisica, protegendo-a de contaminagdo, servindo também como
bandagem natural a homeostase (FITCH; SWAIM, 1995). A crosta espessa e ressecada &
relativamente impermedvel ao oxigénio, podendo interferir no processo de reepitelizacao, ja que
favorece o crescimento bacteriano concomitante a epitelizacdo(STRACHAN, 1996), além da
migracdo do epitélio que se desenvolve abaixo dela, de modo que as celulas epidérmicas precisem
secretar enzimas proteoliticas a fim de dissolver a base da estrutura da crosta e prosseguir a
epitelizacao (POPE, 1993).

A vaselina e a pomada de Caesalpinia ferrea mostraram ser de facil manuseio, porém a
vaselina facilitou a aderéncia entre a superficie da ferida e o curativo. Tal aderéncia constituiu
uma desvantagem, principalmente no grupo controle, no qual se verificou sangramento apds a
retirada do mesmo. Monteiro (2003) e Andrade (2006) utilizando pomada feita a partir de

lanolina, também verificaram que esta provocava adesdao do curativo ao leito da ferida. A
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aderéncia do curativo ao leito da ferida pode retardar o processo cicatricial por causar lesdo ao

epitélio durante a sua retirada.

A evolugdo das feridas pode ser observada nas figuras 2 e 3.

Figura 2. Evolucdo das feridas do grupo controle. A- Visualizagdo da ferida ao 7° dia de
evolucdo pos-cirdrgica, observando-se crosta rugosa e aderida recobrindo toda a area cruenta. B-
Visualizacdo da ferida ao 14° dia de evolugdo pds-cirtirgica, observando-se crosta rugosa, tecido
de granulagdo e tecido cicatricial recobrindo a drea cruenta.. C- Visualizac¢do da ferida ao 21° dia
de evolucdo poés-cirtirgica, observando-se crosta, tecido cicatricial e drea de tracionamento da

ferida.

Figura 3. Evolucdo das feridas do grupo . A- Visualizacdo da ferida ao 7° dia de evolucdo p6s-
cirirgica, observando-se. a pelicula formada pelo jucd e crosta rugosa recobrindo toda drea
cruenta B- Visualizagdo da ferida ao 14° dia de evolugdo pds-cirtirgica, observando-se a pelicula
formada pelo jucd e tecido cicatricial C- Visualizagdo da ferida ao 21° dia de evolugdo pds-

cirtirgica, observando-se. ainda a presenca da pelicula e tecido cicatricial.
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3.2. Avaliacao da Contracao da Ferida

Na avaliagc@o da contracdo da ferida, observou-se que nenhuma ferida apresentou drea maior
que a inicial ao 7° e 14° dias de pds-operatério. A diminui¢do da drea cruenta ocorreu devido ao
mecanismo de contragdo e a0 movimento centripeto dos limites da ferida em direciao ao centro,
com o intuito de diminuir a drea a ser recoberta pelo epitélio em proliferacdo, caracterizando a
cicatrizagdo por segunda intengdo (PEACOCK; COHEN, 1990; MADDEN; AREM, 1991). De
acordo Mcgrath e Simon (1983), a contragdo do tecido de granulacdo estd associada a acdo
mediadora das prostaglandinas. Ainda segundo esses autores, a ferida apresenta trés fases. Na
primeira fase, denominada de pré-exponencial, que dura em média dois dias, hd4 um aumento da
area da ferida, devido a retracdo das margens cutdneas. Apds este periodo, a drea comeca a
diminuir rapidamente e depois mais lentamente, constituindo a segunda fase chamada
exponencial. A ultima fase, que € a pds-exponencial finaliza a contragcdo e, assim a cicatrizacdo
da ferida. Os mecanismos de contracao ainda sdo objetos de controvérsia, mas a teoria mais aceita
atualmente € que sdo os miofibroblastos os responsaveis pela contracdo da ferida. Este tipo
especializado de célula é formado por fibroblastos que sofreram alteracdes fenotipicas e passaram
a produzir as proteinas contrdteis actina e miosina, constituindo a maior populacdo de células
encontrada no tecido de granulacdo maduro (RUDOLPH, 1992.). Segundo Ramsey et al.(1995), a
contra¢do das feridas € favorecida na pele mais frouxa e mével, como a do tronco, e que as lesoes

de pele total aumentam o percentual de contragao.

Ao 7° dia de avaliacdo, observou-se que as medidas da ferida, nos seus diametro maior e
menor, mostraram que a drea encontrada apresentava médias de 12,15 + 1,20 cm? e 14,08 + 1,29
cm?, para os grupos controle e tratado, respectivamente. Verificou-se que o percentual de
contracao foi muito menor no grupo tratado com média de 7,51% para este grupo e de 28,85%

para o controle.

Ao 14° dia, a area de lesdo, no grupo controle, teve valor médio de 3,6 + 0,89 cm?2. No grupo
do jucé, a drea média foi de 9,67 + 0,87 cm?. Em relagdo ao grau de contracdo, verificou-se que o
controle manteve maior percentual em relacdo ao grupo tratado, 76,97% e 35, 44%,

respectivamente. Esses resultados diferem daqueles encontrados por Monteiro (2003) e Andrade
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(2006), que tratando caprinos, encontraram um percentual maximo de contracao do grupo tratado
maior que o do grupo controle, em torno de 80,78% e 90%, respectivamente. Bem como diferem
dos resultados de Estevao et al (2007), que tratando ratos com Oleo de copaiba (Copaifera
langsdorffii), encontraram o percentual de contracdo no 14° dia pds-cirtrgico de 95,42% para o

grupo tratado.

Verificou-se uma maior contracdo entre o 7° e 14° dia. Para vérios autores, isto se justifica
pelo fato desse periodo corresponder a fase de fibroplasia da cicatrizacdo, com presenga dos

fibroblastos e miofibroblastos.

No 21° dia de experimento, observou-se que as feridas dos dois grupos ainda necessitavam
de mais tempo para a resolucdo do processo cicatricial, porém as do grupo controle apresentavam
valor médio da drea em torno de 1,51+ 0,24 cm? e percentual de contracdo em torno de 90,25%,
enquanto que as feridas do grupo tratado apresentavam valores de 5,1 + 1,42 cm? e 67,17%,

respectivamente, para drea e contracdo. (Figuras 4 e 5).

16 - —&— Grupo Controle
14 - —m— Grupo Tratado

12 - @
10 -

o

3

14 21

Dias

Figura 4. Valor médio (cm?) da area das feridas ao 7° dia (T;), 14° dia (T,) e 21° dia ( T3) de

evolucdo pds-cirdrgica. Letras diferentes, houve diferenca significativa ao nivel de p > 0,05.
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Figura 5. Valor médio do percentual de contracdo (%) da drea das feridas ao 7° dia (T)), 14° dia

(T,) e 21° dia ( T3) de evolugdo pds-cirtrgica. Letras diferentes, houve diferenca significativa ao

nivel de p > 0,05.

3.3. Avaliacao Bacterioldgica

Nas avaliacOes realizadas no tempo zero, ndo houve crescimento microbiano nas lesdes
experimentais, certificando que estas foram realizadas em condi¢des assépticas. As bactérias
isoladas nos demais momentos foram agrupadas de acordo com o dia de avaliacdo. No 7° dia,
observou-se crescimento de Staphylococcus aureus, Klebisiella sp, Shigella sonnei, Escherichia

coli, Salmonella sp, em ambos os grupos.

No 14° dia, observou-se crescimento de Klebisiella sp, Shigella sonnei, Escherichia coli,
Salmonella sp, Proteus sp e Providence sp., em ambos os grupos. Quanto a presenca de

Staphylococcus aureus, esta foi encontrada apenas no grupo controle.

No 28° dia, observou-se crescimento de Klebisiella sp, Shigella sonnei, Escherichia coli,
Salmonella sp, Proteus sp e Providence sp., além de Enterobacter agglomerans em ambos o0s

grupos. Quanto a presencga de Staphylococcus aureus, esta foi novamente encontrada apenas no

grupo controle.
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Considerando os resultados obtidos, é possivel que o crescimento bacteriano tenha sido
originado da microbiota cutnea do caprino, das fezes e do ambiente, ja que todo o procedimento
de coleta foi realizado sem permitir contaminagdo. Além disso, durante a realizacdo do
experimento, todos os animais foram mantidos com um curativo externo ao redor do térax. De
acordo com Pereira e Arias (2002), o curativo funciona como uma barreira fisica que impede a
contaminagdo das feridas, protegendo-as, podendo ser considerado um aliado importante no

tratamento de feridas abertas.

No grupo tratado, observou-se que a partir da segunda semana de tratamento ja ndo houve
crescimento da bactéria Staphylococcus aureus, o que pode indicar uma possivel atividade
antimicrobiana da Caesalpinia ferrea. Traverso et al. (2003) citam que o Staphylococcus aureus €
normalmente encontrada na pele e mucosas de animais. Ilrke (1996) e Souza Filho (1997) relatam
ainda que o Staphylococcus aureus, por pertencer a microbiota da pele, pode migrar para o leito
da ferida tornando a mesma contaminada ou infectada. Pode-se presumir, entretanto, que nao
houve infeccao das feridas avaliadas, ja que as mesmas nao apresentaram sinais sugestivos como
secrecdo, presenga de pus e de odor fétido, bem como ndo houve retardo no processo cicatricial,
pois bactérias presentes nos tecidos infectados liberam toxinas, enzimas proteoliticas e detritos
metabolitos celulares que liberam mediadores da inflamagdo, causando além da inflamagdo em si,
prurido e destruicio da matriz celular, permitindo deste modo que a infeccdo se espalhe e

prolongando a fase inflamatéria da ferida (KIRK et al., 1985; ANDRADE, 2006).

A possivel atividade antimicrobiana da Caesalpinia ferrea pode estar relacionada a presenga
de taninos na sua composic¢ado fitoquimica. Djipa et al (2002) testaram extrato aquoso e acetdonico
da casca do Syzygium jambos, os quais demonstraram ter atividade antimicrobiana principalmente
contra os Gram-positivos; e depois de eliminar o tanino do extrato, através de coluna de

poliamida, a fragdo resultante foi inativa frente as bactérias testadas.

Existem trés hip6teses quanto ao mecanismo de acdo dos taninos sobre as bactérias e
fungos: inibicdo de enzimas dos microrganismos e/ou ligacdo com o substrato dessas enzimas;
através da acdo sobre a membrana celular, modificando seu metabolismo ou , ainda, pela
complexacdo dos taninos com ions metdlicos, diminuindo a disponibilidade desses ions, que sao

essenciais a0 metabolismo dos microrganismos (LOQUERCIO et al., 2005).
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Constatou-se a presenca de bactérias Gram-negativas de Klebisiella sp, Shigella sonnei,
Escherichia coli, Salmonella sp, Proteus sp e Providence sp. e Enterobacter agglomerans. Esses
microrganismos fazem parte da microflora normal do intestino e, conseqiientemente, por
contaminacdo dai resultante podem estar no solo, na dgua, no lixo, no esgoto, etc. (GUERREIRO
et al., 1984). Estdo relacionadas com surtos de toxi-infec¢do alimentar em humanos, podendo ser
encontrados em 4guas contaminadas com fezes humanas (CARTER, 1988). Pode-se pressupor
que a contaminagao por estas bactérias se deu no momento em que estes animais se deitaram em

contato direto com o piso.

3.4. Avaliacao Histopatolégica

No sétimo de tratamento, a avaliagdo histopatoldgica dos fragmentos de ambos os grupos
revelou a intensa presenca de crostas sobre uma drea de tecido de granulagcdo intensamente
infiltrado por células inflamatérias, além da formagdo de capilares (figura 6). Esse processo €
caracterizado como inflamacdo aguda, considerada uma reacao fisiolégica que indica o inicio do
processo cicatricial (SPENCE; YOUNG, 1997). Ocorre aumento da permeabilidade capilar e
conseqiiente migracdo dos polimorfonucleares para a ferida que, juntamente com o acimulo de
plasma, constituem o exsudato inflamatério (AUERSVALD, 2001). Os polimorfonucleares
predominam na fase inicial do processo inflamatério e por terem vida curta sdo repostos
constantemente na drea inflamatéria. Os macréfagos, células predominantes nesse processo, sao
responsaveis pela fagocitose para remocao de corpos estranhos tecidos necréticos e desvitalizados
(MODOLIN E BEVILACQUA, 1985; STRACHAN, 1996). Sem inflamacdo ndo ocorre
reparacao (MARCHINI et al., 1998).

O tecido de granulacdo caracteriza a fase seguinte da cicatrizagdo, a fibroplasia e
corresponde ao primeiro produto de crescimento fibrobldstico e endotelial (OLIVEIRA, 1992),
sendo essencial ao processo cicatricial por carrear novos fatores para o interior da ferida

(STEED,1997) e servir de arcabouco para os fibroblastos (MODOLIN, 1992).

Avaliando-se as feridas ao 14° dia (figuras 7 e 8), foi possivel observar no grupo controle a

presenca de tecido de granulacdo fibrovascular, de focos inflamatérios, além de hiperplasia do
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epitélio. J4 no grupo tratado, constatou-se a presenca de extensas criptas epidérmicas, crosta
delgada, com pouco infiltrado e tecido de granulacio mais organizado quando comparado ao
controle. Estes achados coincidem com os de Andrade (2006). O revestimento epitelial tem
importante papel no processo de cicatrizacao por apresentar células com finalidade proliferativa e

reparadora (MEDEIROS, 1992).

Ao 21° dia (figuras 9 e 10), evidenciou-se que as feridas do grupo controle apresentavam
um processo de epitelizacdo, com dreas de hiperplasia da epiderme, além de grande quantidade de
vasos neoformados de pequeno e médio calibres. Pdde-se observar ainda, quantidade moderada
de fibroblastos e fibras coldgenas. Isso denota que, evolutivamente, essas feridas ainda
necessitavam concluir o processo de epitelizagdo. Achados semelhantes foram encontrados por

Marques (2004).

Nas feridas tratadas, foi possivel constatar completo processo de reepitelizagao, com tecido
conjuntivo apresentando grande quantidade de fibroblastos ativos, de fibras coldgenas melhor
organizadas e pequena quantidade de vasos sangiiineos. Segundo MODOLIN (1992) e
CANDIDO (2001), esta fase é chamada de maturacdo e caracteriza-se pela deposicdo,

agrupamento e remodelacao do coldgeno, bem como pela regressao endotelial.

Vale ressaltar que apesar de estatisticamente as feridas do grupo experimental apresentarem
processo cicatricial inferior ao do grupo controle, evidenciado por menor grau de contragdo, fica
claro na avaliacdo histopatoldgica que as feridas tratadas tiveram resolugdo da cicatrizacdo. Isso
provavelmente ocorreu devido a formacdo da pelicula pela pomada do jucd, que dificultou a
avaliacdo clinica e a mensuracdo dos parametros morfométricos, mas propiciou um ambiente
favoravel ao processo cicatricial. Optou-se por sua manutencio nas lesdes, ja que esta formou
uma espécie de curativo natural, conferindo uma protecdo a presenca de microrganismos e
mifases, bem como uma barreira de prote¢do contra outros traumas, 0 que constitui uma

vantagem, ja que os caprinos sdo criados, em sua grande maioria, em regime extensivo, estando

sujeitos a vegetacdo espinhosa da caatinga.
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Figura 6. Aspecto histopatolégico das feridas ao 7° dia de evolucdo pds-cirdrgica dos grupos
controle e tratado. HE. A- aumento de 20 X; B- grupo tratado com aumento de 40 X; C,

crosta; I, infiltrado inflamatério; G, tecido de granulagdo.

Figura 7. Aspecto histopatolégico das feridas ao 14° dia de evolucdo pds-cirtirgica do grupo
controle. HE. A- com aumento de 10 X; B- com aumento de 40 X; Ci, crosta com infiltrado; E,

Epitélio em formacao; G, tecido de granulagdo; V, vaso neoformado
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Figura 8 . Aspecto histopatolégico das feridas ao 14° dia de evolucdo pds-cirdrgica do grupo
tratado. HE. A- com aumento de 20X; B- com aumento de 40 X; C, crosta; Eh, Epitélio

hiperplésico; G, tecido de granulagdo; V, vaso neoformado

Figura 9. Aspecto histopatolégico das feridas ao 21° dia de evolucdo pds-cirtirgica do grupo

controle. HE, com aumento de 10 X; C, crosta; Eh, Epitélio hiperplasico; G, tecido de granulacdo;
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Figura 10. Aspecto histopatoldgico das feridas ao 21° dia de evolugdo pds-cirdrgica do grupo

tratado. HE. A- aumento de 20X; B- com aumento de 40X; E, Epitélio; F, fibras coldgenas;
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4. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que o uso tépico da pomada de
Caesalpinia ferrea apresenta efeito significativo na cicatriza¢do da pele de caprinos. No entanto,
¢ importante que se amplie o estudo experimental em animais com diferentes dosagens e
formulacdes, além do isolamento do componente ou componentes da planta, responsdveis pela

influéncia positiva no processo de reparagao de tecidos.
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