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Resumo

TILLMANN, Mariana Teixeira. Caracterizacao citotoxica e cicatricial dos extratos
de Triticum aestivum e Copaifera sp. 2014. 59f. Tese (Doutorado)- Programa de
P6s Graduacao em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas

Feridas cutaneas ocorrem com grande frequéncia em pequenos animais, devido a
isso a validacdo terapéutica de produtos cicatrizantes em ensaios pré-clinicos sao
de suma importancia para a realizacdo de estudos clinicos na espécie alvo.
Considerando isso objetivou-se realizar ensaios pré-clinicos para determinar a acao
pro-cicatrical dos extratos de T. aestivum e Copaifera sp. Os ensaios avaliaram a
citotoxidade de extratos vegetais e a cicatrizagcao in vivo de feridas cutaneas durante
21 dias. No experimento in vitro com o T. aestivum foi observado que a dose de
2mg/mL foi citotoxica para as células e que doses até 10 mg/mL apresentaram
viabilidade celular. As feridas de coelhos tratadas com essa dose apresentaram
resultado superior as tratadas com 10 mg/mL. Esse dado foi possivel, pois no
tratamento com a menor dose ndao houve uma formacdo exacerbada de colageno
permitindo assim uma formacao padréo do tecido epitelial. No estudo in vitro com a
Copaifera sp. foi constatado que as doses seguras sdo as iguais e menores a
0,01%. No ensaio in vivo, com ratos, foi observado que as feridas tratadas com
copaiba a 0,1% e 0,01%, aceleram o processo cicatricial nos primeiros dias, devido
a maior contracdo da ferida. Porém ao final do periodo apresentavam qualidade
cicatricial inferior que as feridas tratadas com solucéo fisiolégica e vaselina. Conclui-
se que as dose do extrato T. aestivum a 2mg/mL € ideal para ensaios clinicos em
cdes e gatos. Com relacdo ao Oleo resina de copaiba ndo foi constatada dose
eficiente para experimentos clinicos.

Palavras —chave: Cées. Copaiba. Cicatrizacdo. Gatos. Trigo.



Abstract

TILLMANN, Mariana Teixeira. Caracterizacao citotoxica e cicatricial dos extratos
de Triticum aestivum e Copaifera sp. 2014. 59f. Tese (Doutorado)- Programa de
P6s Graduacao em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas

Wounds in the skin area occur frequently in small animals. Consequently, the
therapeutic validation of healing products in preclinical studies are critical to
conducting clinical trials in the target species. This study aimed to perform preclinical
studies to determine the healing action of different doses of T. aestivum extracts and
Copaifera sp. The tests evaluated the cytotoxicity of phytotherapic and the in vivo
healing of skin wounds for a period of 21 days. In the in vitro experiment with T.
aestivum it was observed that a dose of 2mg/mL was cytotoxic to the cells and that
higher doses showed cell viability. The wounds made in rabbits treated with the
aforementioned dose presented a superior result to those treated with a 10 mg/mL
dose. This outcome was feasible due to the fact that during the treatment with the
lower dose there was not an excessive formation of collagen, thus allowing a
standard epithelial tissue formation. It was found in the in vitro study with Copaifera
sp. that the safe doses are the equal and less than 0.01%. In the in vivo assay with
rats that wounds treated with copaiba at 0.1% and 0.01% have their healing process
accelerated in the early days due to the higher wound contraction. However, in the
scar quality, these wounds showed less results to those treated to saline and
vaseline. It is possible to conclude that doses of T. aestivum extracts to 2 mg/mL. In
relation to the copaiba oil resin, an efficient dose for clinical trials was not achieved.

Keywords: Cats. Copaiba. Dogs. Healing. Wheat.
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1 INTRODUCAO

Plantas com componentes bioativos sdo utilizadas, de forma empirica, desde
0s tempos pré-histéricos. Em tempos recentes, estes compostos vem sendo isolados
e sua acao farmacolbgica negada ou confirmada, descrita e padronizada (WANG et
al, 2011). Por outro lado, a ideia difundida de que fitoterapicos sdo naturais e nao
causam danos a saude resulta devido a falta de estudos toxicolégicos em plantas
medicinais (TUROLA & NASCIMENTO, 2006). Essa andlise independe dos
resultados farmacoldgicos e € imprescindivel para o uso seguro dos extratos
vegetais que se conheca as informacdes toxicoldgicas de cada fitoterapico (CUNHA

et al., 2009).

A induastria farmacéutica possui interesse em formulacdes com compostos
fitoterdpicos devido a uma tendéncia mundial por alternativas ditas “naturais” aos
produtos alopaticos, porém, esses ndo devem apresentar perda na eficacia dos
produtos. (WANG et al., 2011). O Brasil possui uma condicédo impar na diversidade
de sua flora, com o potencial de se tornar referéncia no setor, porém isso s6 vai
ocorrer se 0s produtos gerados aqui passarem pelos exigentes critérios
internacionais. Com isso, percebe-se a necessidade de pesquisas com 0s extratos
vegetais quanto ao seu potencial téxico antes de encaminha-los ao mercado
consumidor (MACIEL et al., 2002).

Com a intencdo de utilizar o principio dos 3 R’s (reducao, refinamento e
substituicdo de animais de laboratérios), e pela tendéncia mundial em diminuir a
utilizagdo de animais experimentais existe a alternativa da realizacdo de testes de
toxicidade in vitro (RAYMUNDO & GOLDIM, 2002). Dessa maneira refinando o
estudo, para o uso futuro dessas doses nos ensaios in vivo, permitindo assim a

redugcdo no numero de nos experimentos.

Entre as plantas presentes na flora brasileira e que possuem interesse medicinal
encontram-se: Triticum aestivum (trigo) e a Copaifera sp. (copaiba) (PIERI et al.,
2009; TILLMANN et al, 2014). A copaiba (Copaifera sp.) € uma arvore de grande
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porte, encontrada principalmente na regido norte do Brasil, da qual é extraida sua
resina através de um corte realizado no tronco (PIERI et al., 2009). Os estudos desta
resina demonstram a presenca de compostos sesquiterpénicos e diterpénicos
(VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002; NASCIMENTO et al., 2012). O trigo € uma
graminea de ciclo anual sendo que a acdo terapéutica dos seus extratos esta
relacionada com a presenca de compostos fendlicos, as partes da planta utilizadas
em estudos terapéuticos foram a planta integra, o gérmem de trigo e as proteinas
presentes na planta (MASTROIANI et al.,, 1998; COMIN-ANDUIX et al.,, 2002;
HAMEL et al., 2006; TILLMANN et al, 2014).

Existem estudos conduzidos com essas plantas determinando algumas de
suas acdes farmacolbgicas, tais como: o efeito promotor da cicatrizacdo, como
agente anti-tumoral, assim como relatos de acdo anti-inflamatoria e na inibicdo de
microrganismos. No entanto, existem lacunas do conhecimento quanto ao efeito
cicatrizante e ndo constam pesquisas relacionando essa acdo terapéutica com
ensaios toxicolégicos (MASTROIANI et al., 1998; BRITO et al., 1999; PAIVA et al.,
2002; VIEIRA et al., 2008; PIERI et al., 2009; TILLMANN et al, 2014). O
entendimento do processo cicatricial torna-se importante para a determinagcdo da

metodologia e de possiveis inovacdes a serem aplicada no estudo.

A cicatrizagdo compreende um dindmico processo celular e molecular que
garante a restauracdao tissular (AQUINO et al., 2006; GARROS et al., 2006). No local
lesionado ocorre a quimiotaxia de varios fatores de crescimento que controlam a
deposicédo da matriz extracelular e a epitelizacdo, sendo esse processo dividido nas
fases de inflamacado, proliferacdo e remodelacdo (MCNEES, 2006). Qualquer
alteracdo nesses mecanismos pode determinar a formacdo de uma cicatriz
hipertréfica ou da demora do processo cicatricial (ACKERMANN, 2005). Devido aos
fatores que podem prejudicar o processo cicatricial, estudos que avaliem a
citotoxicidade in vitro de farmacos com acdo cicatrizante sdo cruciais para a
determinacdo de resultados eficientes in vivo (WANG et al.,, 2011; IDRUS et al.,
2012).

A fase de inflamacdo ocorre imediatamente apds a injuria tissular, sendo
caracterizada pela presenca de polimorfonucleares devido a fagocitose de

microorganismos e tecidos necrosados. A intencdo dessa fase é de preparar o local
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da lesdo para a formacdo do novo tecido (MANDELBAUM, 2003). A fase de
reparacao € caracterizada pela angiogénese, proliferacao celular e desenvolvimento
do tecido de granulagdo. Sendo que o tipo celular predominante sé&o fibroblastos que
sao responsaveis pela secrecao de colageno e consequentemente pela formacao do
tecido epitelial (ACKERMANN, 2005). A formacédo desse tecido é dependente da
ocorréncia do tecido de granulacao, pois as células da camada basal da epiderme
necessitam de um estrato adequado para poderem migrar em diregcdo ao bordo
oposto da lesdo (BALBINO et al., 2005).

Na fase de maturacdo ocorrem transformacdes no tecido cicatricial tais como,
diminuicdo progressiva da vascularizacdo e dos fibroblastos. Consequentemente
ocorre um aumento da forga ténsil do tecido cicatricial, pois ocorre um alinhamento
adequado e amadurecimento das fibras de colageno. Essa fase € a mais longa de
todo o processo, pois para ocorrer o alinhamento é necessario que as fibras sejam
digeridas pela colagenase, ressintetizadas e se realinharem de acordo com a
organizacao das fibras de tecido conjuntivo adjacente e ligar-se a estas lateralmente
por ligacdes covalentes (MANDELBAUM, 2003; BALBINO et al., 2005; AQUINO et
al., 2006).

Com o intuito de preconizar que o processo cicatricial mantenha o seu padréao
fisiolégico € importante que seja realizado previamente ao estudo ensaios de
citotoxicidade in vitro, pois esse € o primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade
de qualquer material permitindo assim o seu estudo pré-clinico (ROGERO et al.,
2003). O parametro mais utilizado para avaliar a citotoxicidade é a viabilidade
celular, a qual pode ser evidenciada com auxilio de corantes vitais, como 0 MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio) (WANG et al., 2011).
Dentre as linhagens celulares de mamiferos para a realizacdo de ensaios de
toxicidade in vitro a African green monkey kidney (Vero) € a preconizada para
estudos de citotoxicidade em fitoterapicos (BRASIL, 2000 ).

No desenvolvimento desse estudo foi determinada a dose in6cua de cada um
dos fitoterapicos, através de teste de citotoxicidade. Ainda, foi definido a influéncia
desses extratos no equilibrio dos eventos que compdem a cicatrizagdo, avaliando a
proliferagcédo de fibroblastos, assim como a resisténcia da cicatriz ao estiramento.
Dessa maneira tendo uma dose padronizada para futuros ensaios clinicos em caes
e gatos. Estudos globais que avaliem o Triticum aestivum e a Copaifera sp.

determinando esses parametros (farmacoldgicos, citotoxicidade e pré-clinico) nao
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sdo encontrados na literatura, sendo assim essa tese aborda assuntos inédito além

de alavancar e aprimorar 0os conhecimentos na area da fitoterapia.



2 OBJETIVOS

O objetivo geral foi realizar avaliacdo do efeito citotdéxico e cicatricial em
feridas cutaneas tratadas com os extrato de Triticum aestivum (coelhos) e Copaifera
sp (ratos). Com relagdo aos objetivos especificos foram: fazer analise quimica para
identificacdo dos constituintes majoritarios do T. aestivum; determinar o grau de
citotoxicidade causados pelos extratos estudados em cultivo celular; avaliar no
extrato de Oleo resina de copaiba as fases cicatriciais em cada periodo do
experimento in vivo, determinando a qualidade e a resisténcia do tecido cicatricial;
analisar no extrato aquoso de T. aestivum o padrao e o tipo das fibras colagenas no

tecido epitelial.



3 ARTIGOS
3.1 Artigo 1

Tratamento e manejo de feridas cutaneas em céaes e gatos — revisao de
literatura

Mariana Teixeira Tillmann, Samuel Rodrigues Felix, Cristina Pinto Mundstock,
Giulia Bonfiglio Mucillo, Cristina Gevehr Fernandes, Marcia de Oliveira Nobre

Aceito pelarevista Nosso Clinico
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Tratamento e manejo de feridas cutaneas em caes e gatos —reviséo de literatura

Care and treatment for skin wounds in cats and dogs — a review
Tratamiento y manejo de heridas cutédneas en perros y gatos —revision de literatura

Mariana Teixeira Tillmann, Samuel Rodrigues Felix, Cristina Pinto Mundstock, Giulia Bonfiglio Mucillo,
Cristina Gevher Fernandes, Marcia de Oliveira Nobre

Resumo: As feridas cutaneas ocorrem por diversas causas e com grande frequéncia na clinica de
pequenos animais, e devem ser classificadas conforme o seu tipo e o grau de contaminacdo para
favorecer a definicao terapéutica. O manejo adequado de injUrias tissulares cutaneas, sua avaliagao
individual e diaria devem ser consideradas para o0 sucesso da terapia recomendada, em funcéo das
particularidades de cada espécie. Considerando as diferencas quantitativas e qualitativas na estrutura
epitelial e na cicatrizacdo em caes e gatos, estudos que avaliem o processo cicatricial e a
metabolizacdo de farmacos cutdneos entre as espécies sdo imprescindiveis para garantir a
inocuidade e eficacia de um medicamento. Devido a casuistica diversificada de feridas em cées e
gatos e a dificuldade de acesso a trabalhos que relatem essas diferencas, realizou-se uma revisao
sobre tratamento e as diferengas do processo cicatricial em cées e gatos.

Unitermos: cicatrizagdo, pequenos animais, medicamentos

Abstract: In small animal veterinary practice, skin wounds are frequent, and occur due to several
different causes. These wounds are classified according to the cause and degree of contamination, in
order to aid the clinicians in deciding an appropriate treatment strategy. Management of these wounds
must account for structural differences of the skin of cats and dogs, though they rarely do. Studies that
assess the healing process and different drug metabolization among these species are essential to
ensure therapeutic success. Due to the diverse causes of skin wounds in dogs and cats, and the lack
of access to studies that compare these two species regarding this subject, this paper reviews the
differences in the wound healing process of cats and dogs, with particular focus on their treatments.
Key Words: healing, small animals, drugs

Resumen

Heridas cutaneas ocurre debido diversas causas y con gran frecuencia en pequefios animales, y
deben ser clasificadas de acuerdo a su tipo y grado de contaminacién para favorecer el entorno
terapéutico. El manejo adecuado de injurias tisulares cutdneas, su evaluacion individual y diaria se
debe considerar para éxito de la terapia recomendada, en funcion de las particularidades de cada
especie. Teniendo en cuenta las diferencias cuantitativas y cualitativas en la estructura epitelial y la
cicatrizacion en las especies, estudios que evallen el proceso de curacion y el metabolismo de los
farmacos cutaneos entre especies son esenciales para garantizar la inocuidad y la eficacia de un
medicamento. Debido a la casuistica diversificada de heridas éstos especies y la dificultad de acceso
a trabajos que relaten esas diferencias, se realiz6 una revision sobre la cicatrizacion y tratamiento de
heridas cutaneas en perros y gatos.

Palabras clave: Curacion, Pequefios animales, Medicamentos

INTRODUCAO

O sistema tegumentar é fundamental para manter a integridade do organismo, sendo uma
barreira protetora cuja estrutura é altamente varidvel entre as espécies animais 3% A
descontinuidade desse sistema, apds uma injlria, desencadeia 0 processo cicatricial que consiste em
uma cascata de eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a repavimentacao e
a reconstituicio do tecido, sendo dividido nas fases de inflamagéo, proliferacdo e maturagéo®. O
manejo adequado de injurias tissulares cutaneas determina a qualidade cicatricial e a homeostase do
Orgdo, sendo assim, para o éxito no tratamento de feridas deve ser considerada a dinamica do
processo cicatricial assim como as diferencas anatomo- histolégicas entre as espécies 220,

As feridas cutdneas ocorrem com grande frequéncia na clinica de pequenos animais, sendo
ocasionados por diversas causas tais como: cirurgias, traumas, neoplasias, entre outros. Na medicina
humana a cicatrizacdo de feridas € considerada um problema social e existem diversos trabalhos
sobre o assunto, considerando diferencas entre etnias e idades, além de inUmeros estudos com
farmacos novos e inovadores, com utilizacdo exclusiva para essa espécie *>0#:28:32,

Na medicina veterinaria foi verificada uma pequena quantidade de trabalhos sobre farmacos
aplicados especificamente a pequenos animais, e ainda em menor volume pesquisas relatando
diferencas entre a cicatrizacdo de cées e gatos >>***.Devido & casuistica diversificada de feridas em
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pequenos animais, e a dificuldade de acesso a literatura relatando as diferengas no processo
cicatricial em cées e gatos, demonstra-se a necessidade de um estudo especifico, para tanto
desenvolvemos o presente artigo com o objetivo de revisar a bibliografia em peridédicos nacionais e
internacionais referente a cicatrizacao de feridas cutaneas nesses animais.

ASPECTOS ESTRUTURAIS E ANATOMO-FISIOLOGICOS DA PELE EM CAES E GATOS

Quanto a estrutura histolégica da pele de pequenos animais, ha evidéncias de diferencas com
relacdo a espessura da epiderme, a qual nos cdes é mais espessa, e no que diz respeito a derme dos
gatos, que possui uma maior quantidade de histiocitos (Figura 1).Essas particularidades
possivelmente afetem a absor¢cédo e metabolizagdo dos farmacos, visto que ha diferencas no perfil de
barreiras fISICO -quimicas cutaneas assim como da sua metabolizacé@o devido ao diferencial de células
no tecido **?*. Adicionalmente foi observado gue a microcirculacdo cuténea ao redor de suas feridas
de caninos é mais dinamica que em gatos >®*"
Figura 1- Demonstracéo das diferencas histologicas da pele em cées e gatos. A- Fotomicrografia do
tecido cutédneo de um céo, demonstrando a maior espessura da epiderme (setas). B- Fotomicrografia
do tecido cutdneo de um felino, demonstrando menor espessura da epiderme quando comparado
com a de um céo e maior presenca de histiécitos (setas). (ClinPet- Grupo de Pesquisa, Ensino e
Extensdo em Clinica de Pequenos Animais- Faculdade de Veterinaria- UFPel)

PROCESSO CICATRICIAL

A cicatrizacdo de feridas em caninos e felinos difere em inUmeros aspectos e para a
compreensdo desse processo € necessario o conhecimento histoldgico do tecido cutédneo e das
estruturas relacionadas a esse, além do entendimento global do processo cicatricial. A fase
inflamatdria ocorre imediatamente apds a injdria tissular, e tem como objetivo realizar fagocitose de
mlcroorganlsmos e tecidos necrosados deixando o local da leséo preparado para a formacdo de um
novo tecido®. Na fase proliferativa, ocorre a contracdo da ferida devido a mitose celular que
proporciona o desenvolwmento do tecido de granulacdo e a posterior epitelizacdo da ferida * (Figura
2). A fase de maturacdo é caracterizada pelas transformacdes no tecido neoformado tais como:
diminuicdo progressiva da vascularizacdo e dos fibroblastos, aumentando a forca ténsil devido a
maturacio e reorientacdo das fibras de colageno %

Figura 2- Les&o por trauma no membro anterior esquerdo em um canino SRD. Demonstrando a
presenca de tecido de granulacdo (seta branca) e epitelizacdo (seta preta). (ClinPet- Grupo de
Pesquisa, Ensino e Extensédo em Clinica de Pequenos Animais- Faculdade de Veterinaria- UFPel)

PARTICULARIDADES DO PROCESSO CICATRICIAL EM CAES E GATOS

As diferencas quantitativas e qualitativas no processo cicatricial em cées e gatos® podem ser
evidenciadas desde a fase de inflamacgé&o, que nos felinos apresenta-se menos intensa, na contracao
e na epitelizagdo da ferida que ocorrem mais tardiamente. Embora a contragcéo da lesao tissular em
felinos seja mais lenta no inicio do processo cicatricial, aos 21 dias essa € mais intensa que em caes’.
Além da distingdo cronoldgica ocorrem contrastes com relagdo a morfologia do tecido de granulacdo
e da tensdo das feridas entre as espécies. Nos felinos, o tecido de granulacdo € mais claro, sendo
que pode ser dificil a sua visualizagdo. Ja em caes, tanto as feridas abertas em fase de maturacéo,
como as cirdrgicas, aos sete dias de tratamento apresentaram-se com maior tens&o®. As principais
diferencas entre as espécies ocorrem no inicio do processo cicatricial, sendo assim possivel afirmar
gue a cicatrizagdo de feridas em gatos é mais lenta que em caes, pois conforme a literatura, as
diferencas entre tratamentos no processo cicatricial tem que ser notaveis nos prlmelros dias do
processo (10-15 dias), ja que apds esse periodo ocorre o nivelamento dos parametros

Dessa forma, reconhecendo que o processo cicatricial em felinos € mais lento que em cées

e que sao processos diferenciados, se justifica o fendmeno conhecido como “false healing”
(cicatrizacao falsa). Esse fendbmeno refere-se ao procedimento de deiscéncia completa ao retirar os
pontos de uma ferida cirirgica aparentemente saudavel e cicatrizada, assim que o animal retorna a
sua movimentacdo normal. Esse processo é relatado com certa regularidade em felinos e raro em
caninos e sua etlologla ainda precisa investigada, pois a literatura sobre a cicatrizacdo de feridas em
gatos é escassa . A ocorréncia deste evento provavelmente esta vinculada ao fato das feridas em
gatos serem tratadas da mesma maneira que em cées, devido ao desconhecimento da sua estrutura
tegumentar ser mais fragil que em cées.

Como pode ser visto, existem varias peculiaridades da cicatrizacdo que diferem entre cées e
gatos, sendo que as particularidades relacionadas ao arranjo cronoldgico do processo cicatricial entre
as espécies podem ser explicadas pela anatomia dos vasos sanguineos entre elas, pois, o maior
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aporte sanguineo dos cdes pode determinar a cicatrizacdo em periodo mais curto que nos felinos 26
Outro fator no qual o padrdo de vascularizagao dos felinos pode interferir € na coloragao 7palida do
tecido de granulacgéo, o qual é constituido por angiogénese e proliferagéo de fibroblastos **”. A maior
tensdo das feridas em cédes provavelmente esté relacionada com uma distingdo na histologia das
fibras elasticas e coldgenas entre as espécies. Acredita-se que 0s cdes possuam maior percentual de
fibras colagenas e menor de elasticas, porém nao ha estudos que comprovem essa hipétese >°. Da
mesma forma, os felinos sdo animais ageis dependendo de alta mobilidade, o que justificaria um
maior percentual de fibras elasticas e menor de colagenas °

CARACTERISTICAS DAS FERIDAS

Tipos de Feridas

Além da divisdo das fases cicatriciais, as feridas séo classificadas conforme o tipo (cirdrgicas
e traumaticas) e o grau de contaminacdo (Tabela 1), sendo importante a determinacéo desses tipos
para a definicdo terapéutica. S&o consideradas cirdrgicas, as feridas induzidas de maneira asséptica
por um instrumento cirargico cortante. As traumaticas estdo associadas a uma acdo mecanica que
proporciona uma lesdo séptica com superficie irregular 2. Em pequenos animais as lesdes
traumaticas sao bastante frequentes, principalmente as decorrentes de mordidas e atropelamentos,
as quais sao consideradas contaminadas/infectadas. O tratamento dessas exige a administracdo de
antibidtico sistémico (Tabela 1). Com relagao as feridas cirdrgicas, o manejo € mais simples, pois se
trata de uma les&o por primeira inteng&o “*. Por outro lado, a ressecgao de neoplasias cutaneas esta
entre as causas mais comuns de feridas cirlrgicas abertas, devido a necessidade de excisdo ampla
para permitir a presenca de margens livres de células neoplésicas. Todavia as técnicas de retalho
cutaneo possibilitam ao cirurgido a excisédo de margens de seguranca, adequadas ao redor de toda a
formacdo cuténea, e a certeza da ocluséo do defeito anatdmico
Tabela 1-Classificagéo dos tipos de feridas de acordo o seu grau de contaminacgéao. Modificado %

Feridas Trauméticas

As feridas cutaneas referentes a traumas em pequenos animais ocorrem com maior
frequéncia na porcdo anterior do corpo, principalmente nos membros, pescoco e cabeca **?’. Na
literatura veterinaria as feridas sédo caracterizadas como contaminadas e/ou infectadas em funcdo da
sintomatologia clinica e também Pelo seu tempo de evolugdo (Tabela 1). No entanto, ha divergéncias
com relacdo a esses perlodos

Com relacédo a |nC|denC|a das feridas trauméticas, ndo existem estudos relatando qual
espécie € mais acometida. Existem diversos trabalhos sobre feridas traumaticas nos quais sao
globalizadas as espécies canina e felina 51628 porém os estudos individuais sdo mais prevalentes
nos cdes >***. Entretanto, o recente interesse em cicatrizacdo de feridas em felinos tem gerado
novos estudos e consequentemente disponibilidade de literatura sobre o manejo de feridas
traumaticas somente em gatos *

MANEJO DE FERIDAS CUTANEAS

Tratamento
Devido as divergéncias quanto a classificacdo de feridas contaminadas/infetadas, ocorre
uma dificuldade em se determinar um tratamento padrdo. Sendo assim, para a escolha da
intervencdo terapéutica de uma ferida é necessario avaliar o estado geral do paciente; o manejo
hospitalar e domiciliar correto, além do mais importante: a avaliagdo clinica diaria da evolugédo da
cicatrizac&o, pois a terapéutica deve ser realizada de acordo com a sintomatologia’.
De maneira geral, pacientes com feridas cirtrgicas (primeira intencao) e os que estdo higidos
e com presenca de feridas abertas com tempo de evolugdo menor que 6 horas, necessitam de
lavagem do local lesionado e observacdo do aspecto cI|n|co diario, varios estudos relatam que a
antibioticoterapia profilatica é desnecessaria nesses casos "***%. No caso de feridas contaminadas
el/ou infectadas, a utilizacdo de antibioticoterapia sistémica é unanime, além de uma avalia¢éo global
dessa para verificar os procedimentos a serem realizados *"?*?®. A realizacdo de uma higienizacéo
asséptica da ferida é sempre aconselhavel, seguida de possiveis intervencdes cirargicas de acordo
com o aspecto da lesdo. Em casos de tecidos desvitalizados torna-se necessario a exérese e,
guando houver avulsdes, o correto é realizar a sintese do local com materiais ndo absorviveis e com
técnicas que possibilitem a menor tensdo possivel. Esses procedimentos sdo necessarios para
estabilizar o local lesionado, permitindo a cicatrizacdo adequada. O tratamento diario dessas feridas
deve ser realizado com antibioticoterapia sistémica, lavagem diaria e troca de curativos. Além disso, a
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avaliacdo deve ser diaria, pois com a evolu¢do da cicatrizagdo podem ocorrer modificagﬁes no
manejo da ferida, bem como ser necessario recorrer novamente a procedimentos cirirgicos >"%"%,

Com relacdo a antibioticoterapia sistémica, a maioria dos trabalhos relata que as bactérias
presentes em feridas infectadas/contaminadas apresentam sensibilidade in vitro a amoxicilina com
clavulanato de potassio *”?°. No caso de terapia antimicrobiana empirica ndo responsiva ha trés dias,
torna-se necessario a realizacdo de cultura microbioldgica, antibiograma e administracdo da terapia
de acordo com o exame. No entanto, 0 mais correto seria a realizacdo desse exame ao inicio do
tratamento, para garantir a sua efetividade e evitar a multirresisténcia bacteriana aos antibioticos.
Atualmente, com a intencdo de se evitar a multirresisténcia tem se estudado possiveis acbes
bactericida/bacteriostatico em fitoterdpicos, no entanto a maior parte dos estudos quanto a essa agao
dos extratos vegetais s&o in vitro, ndo afirmando se possuem acéo in vivo **

Para a lavagem diaria da ferida, essa deve ser realizada sob presséo, podendo ser utilizado
um antisséptico gluconato de clorexidine a 0,05%, promovendo assim a anti-sepsia e desbridamento
mecéanico do local lesionado. Dentre os antissépticos, o mais recomendado € o gluconato de
clorexidine a 0,05%, pois possui acdo bactericida eficiente e atua de maneira satisfatoria na
cicatrizacdo 2,

Bandagens

As bandagens sdo envoltérios ao redor da ferida que permitem a sua protecdo, auxiliando
assim no processo cicatricial e minimizando a dor. Essas sdo divididas em camadas primarias,
secundarias e terciarias, sendo que as primeiras sdo as que entram em contato direto com a ferida
devendo ser de material estéril. As demais permitem a fixa¢&o, protecdo e imobilizacdo da primaria. A
secundaria ainda tem por funcao absorver o exsudato que a primaria ndo suportou. Existem diversos
materiais/medicamentos que podem ser utilizados na camada priméria, devendo essa escolha ser
cautelosa e de acordo com o estado da lesdo. Para a camada secundéria e terciaria 0os materiais
pOrosos que permitam a evaporacéo do exsudato n&o absorvido pela priméria sdo ideais "#'**°,

Embora as bandagens, tenham o propésito de auxiliar o processo cicatricial, a sua utilizacéo
em felinos deve ser cuidadosa, pois alguns materiais utilizados podem estressar o paciente deixando-
0 agitado e impaciente, dificultando o manejo da ferida. Para evitar isso, 0 material de escolha deve
ser 0 mais leve possivel e que interfira 0 minimo possivel na mobilidade do animal, além disso, é
importante um bom controle para dor e possiveis sedacdes a cada troca de curativo’.

Com relagdo ao manejo da ferida, mesmo com a presenca de bandagens é importante a
utilizac&o de colar elizabetano, evitando assim a sua mutilacdo. As trocas das bandagens devem ser
realizadas da maneira mais asséptica possivel para evitar possiveis contaminagdes. E importante que
até a granulagdo do leito da ferida as trocas sejam realizadas pelo veterinario ou por seu assistente,
nao devendo ocorrer em ambiente domiciliar "°.

De uma maneira geral o tratamento deve considerar a quantidade de exsudato presente na
ferida e a necessidade de desbridamento. Quando a ferida tiver grande quantidade de exsudato
dever ser escolhido uma terapia absorvente e, conforme esse for diminuindo, deve ser alterado para
um que umidifique a ferida, pois feridas Umidas tendem a cicatrizar melhor e apresentam melhor
efeito estético. Com relacdo ao desbridamento, a sua intensidade deve estar relacionada com a
quantidade de tecido desvitalizado e necrosado. Assim que esse tecido for minimizado deve-se optar
por tratamentos com auséncia de desbridamento. O tipo ideal seria o autolitico, pois € seletivo e ndo
lesiona o tecido neoformado. Na fase de proliferacdo de feridas o ideal é a escolha de tratamentos
nao absorventes e que promovam a granulacao e epitelizacdo da ferida, porém deve ser mensurada
a quantidade de exsudato e aspecto antes da escolha de terapias néo absortivas °*°.

A maioria dos tratamentos absorventes forma um gel, sendo resultado da troca de meios com
0 exsudato presente na ferida facilitando a drenagem desta, porém deve-se ter cuidado no momento
da avaliacdo desse gel, pois ele tem coloragdo amarelada e odor caracteristico podendo ser
confundido com infec¢do na ferida "8 Devido a dificuldade em encontrar a intervencao terapéutica
ideal, foi realizado um esquema (Tabela 2) para orientar a escolha da terapia de acordo com o tipo de
leséo, porém esse tratamento ndo deve ser utilizado durante todo o periodo cicatricial. A resolucdo da
ferida com um aspecto estético e com tecido saudavel requer avaliagdo diaria e modificacées na
terapia sempre que forem necessérias "'*'%%

Tabela 2- Classificacdo da camada primaria de bandagens de acordo com o seu grau de absorcao e
formacao de gel, considerando a sua utilizacdo de acordo com a quantidade de exsudato presente na
ferida e o tipo de desbridamento necessario. Modificado®’***®
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Com relagdo aos diversos tipos de medicamentos/materiais para a camada primaria foi
verificada a presenca de resultados diferentes para a mesma terapia quando consultada a literatura
veterinaria, dificultando assim a afirmacdo de qual seria o mais eficaz "**'®?®, Além disso, os
trabalhos delimitando a intervencéo terapéutica para a cicatrizacdo sdo basicamente em caes, ou
globalizando as duas espécies, prejudicando assim a escolha da terapia para felinos. Considerando
as diferencas na estrutura do tecido epitelial e na cicatrizacdo entre as duas espécies, estudos que
avaliem a metabolizacdo de farmacos cutédneos entre as espécies sao imprescindiveis para o
veterinério, pois, para garantir a inocuidade e eficacia de um medicamento, é necessario considerar a
individualidade de cada espécie >"*%.

Manejo de Feridas Cirurgicas

As feridas cirdrgicas necessitam de lavagem diaria, preferencialmente com gluconato de
clorexidine 0,05%,conforme descrito anteriormente, e de avaliagcdo clinica constante para verificar
possiveis hemorragias, deiscéncias, seromas e/ou hematomas. Os animais devem ser mantidos com
colar elizabetano até a retirada dos pontos. Em casos de cirurgias nas quais a exérese de tecido
cuténeo for mais extensa é recomendado a utilizacdo de malhas cirlrgicas. As malhas cirlrgicas irdo
realizar a compreenséo do tecido, prevenindo consequéncias pés-operatérias indesejaveis. Contudo,
mais uma vez é necessario ter atencdo com os pacientes felinos devido ao fenébmeno de “false
healing”. Os estudos recomendam a manutencdo dos pontos por um periodo mais longo em felinos,
principalmente em locais de maior tensdo e movimentacao. Outra recomendacao seria a realizagédo
de sutura de alivio e da utilizacdo de produtos veterinarios que auxiliem na cicatrizagdo > % "*°

Concluséo

A cicatrizacao de feridas cutaneas é um processo dinamico e individual para cada espécie animal,
havendo variacbes no processo cicatricial entre cdes e gatos. A principal diferenca entre essas
espécies se refere ao tempo do processo cicatricial, que em felinos é mais lento do que em cées.
Devido a isso, bem como ao carater individual de cada ferida, torna-se necessario avaliar cada caso e
espécie para determinar os procedimentos e farmacos ideais, considerando as variacdes entre
espécies e lesdes. Ainda assim, tanto em cées quanto em gatos, as avaliacdes do processo cicatricial
devem ser realizadas diariamente até a resolucdo do processo, permitindo mudancas terapéuticas
assim que essas se tornarem necessarias. A avaliacdo didria é essencial, pois 0 acompanhamento
por um veterinario garante a eficacia do processo cicatricial, sendo este profissional capacitado para
intervir, sempre que houver necessidade. Esse profissional deve buscar estar sempre atualizado,
tanto nas novidades terapéutica como nas diferencas do processo cicatricial, podendo assim conduzir
corretamente as intervencdes ao longo do tratamento.
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Tabela 1-Classificacéo dos tipos de feridas de acordo o seu grau de contaminacéo. Modificado *®

Grau de contaminacgao

. Conceito Tratamento
de feridas
Limpeza com gluconato de
Limpa Ferida cirtrgica dentro dos padrbes clorexidine a 0,05%;

Contaminada

Infectada

na técnica de anti-sepsia

Ferida Traumética com auséncia de
sinais clinicos de infeccéo (tempo de
evolucéo de 6 a 12 horas)

Ferida Traumatica com presenca de
tecido desvitalizado e de exsudato
purulento (tempo de evolu¢cdo maior
que 12 horas).

Avaliacao diéria;

Antibioticoterapia sistémica;
Limpeza diéaria;

Tratamento da ferida de acordo
com a sintomatologia;
Avaliagdo diaria;

Antibioticoterapia sistémica;
Limpeza diaria;

Desbridamento;

Exérese de tecidos desvitalizados;
Sintese de avulséo de tecidos.
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Tabela 2- Classificacao da camada primaria de bandagens de acordo com o seu grau de absorcao e
formacéo de gel, considerando a sua utilizagdo de acordo com a quantidade de exsudato presente na

ferida e o tipo de desbridamento necessario. Modificado

Tipo de camada Primaria/
Quantidade de exsudato

Grau de absorcéao

Observacbes

Solucéo Hipertdnica/ Alto

Alginato de Calcio/
Moderado- Alto

Polimeros naturais (amido)/
Moderado- Alto

Gaze/ Moderado- Alto

Alta Absorcao*"

N&o forma gel/ desbridamento ndo seletivo/
Comentério: Incrementa a circulagdo na
ferida

Forma gel, desbridamento autolitico.
Comentério: Hemostatico, promove
granulacao e epitelizacao

Forma gel, desbridamento autolitico.
Comentério:  Promove granulagcdo e
epitelizacédo

Ndo forma gel, desbridamento mecénico
(seco) e autolitico (Umida).

Comentéario: Risco de contaminacao
grande, ideal com 2° camada

Espuma de poliuretano/
Moderado

Hidrocoloide/ Baixo-
Moderado

Hidrogel/ Ausente- Baixo

Filme de Poliretileno/
Ausente- Minimo

Retém umidade

Tratamento absorvente, n&o forma gel,
desbridamento autolitico.

Comentério:f epitelizac;éo,* granulacao,
opc¢ao mais umidade

Tratamento absorvente, forma gel,
desbridamento autolitico.
Comentério: fgranulagéo e epitelizacgéo,

adere a é&rea adjacente da ferida, pode
atrasar a contracéo

Tratamento absorvente ou doador, forma gel,
desbridamento autolitico.

Comentério: fgranulagéo e epitelizacéo,
efeito variavel na contracdo e na reidratacdo
de feridas secas

Tratamento ndo absorvente, ndo forma gel,
desbridamentq autolitico.

Comentério:f epitelizacdo e ndo se adere
ao tecido adjacente a ferida

Auséncia de Tratamento/
Baixo

Impregnatos a base de
petroleo/ Baixo- Ausente

Poroso com baixo ou
nenhuma absorg&o*?

Desbridamento minimo.

Comentario: fepiteliza(;éo e granulacao se
o leito da ferida estiver tmido
Desbridamento minimo.

Comentéario: Pode inibir a epitelizagao em
alguns casos e tecido de granulacdo pode
impregnar gaze

Colageno de bovino
hidrolisado*/ Baixo

Intestino delgado ou
submucosa de bexiga/
Baixo

Derivados de Matriz
Extracelular*®

N&o forma gel e ndo faz desbridamento.
Comentério: Hidroﬁlico,f a granulacéo

N&o forma gel e ndo faz desbridamento.
Comentéario: Especificos para alguns tipos
de tecidos, antibacterianO,f granulagdo

* Caso o colageno nédo esteja hidrolisado pode causar reacao inflamatoria.
*! N&o recomendado em feridas secas e nas que estdo em fase de proliferacéo.
** N&o absorvente e transferem exsudato para 22 camada, n&o formam gel.
*3 Cobre a 12 bandagem, apropriado para exsudato



Figura 1- Demonstracdo das diferencas histologicas da pele em cées e gatos. A-
Fotomicrografia do tecido cutdneo de um cé&o, demonstrando a maior espessura da
epiderme (setas). B- Fotomicrografia do tecido cutaneo de um felino, demonstrando
menor espessura da epiderme quando comparado com a de um cao e maior presenca
de histiécitos (setas). (ClinPet- Grupo de Pesquisa, Ensino e Extensdo em Clinica de
Pequenos Animais- Faculdade de Veterinaria- UFPel)

Figura 2- Les&o por trauma nho membro
anterior esquerdo em um canino SRD.
Demonstrando a presenca de tecido de
granulacao (seta branca) e epitelizacdo
(seta preta). (ClinPet- Grupo de
Pesquisa, Ensino e Extensdo em
Clinica de Pequenos  Animais-
Faculdade de Veterinaria- UFPel)
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Triticum aestivum em feridas cutaneas abertas: Citotoxicidade e histopatologia

de colageno
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Triticum aestivum em feridas cutaneas abertas: Citotoxicidade e histopatologia

de coladgeno

Resumo

Objetivo foi avaliar a citotoxicidade de diversas doses de T. aestivum em linhagem
de celular de fibroblasto, além de avaliar in vivo a contracéo da ferida, a formacéo do
colageno e seus tipos na cicatrizacdo de feridas cutaneas tratadas com diferentes
doses de T. aestivum durante 21 dias. Para isso foi realizado o teste de MTT em
linhagem celular 3T6 e realizadas feridas em coelhos que foram tratadas T. aestivum
2mg/mL,T. aestivum 10 mg/mL e creme nao iénico por 21 dias. O resultado in vitro
demonstrou que a dose de 2mg/mL foi citotoxica para as ceélulas e que doses
maiores apresentaram viabilidade celular. As feridas tratadas com essa dose
apresentaram resultado superior as tratadas com 10 mg/mL. Esse dado foi possivel,
pois no tratamento com a menor dose ndo houve uma formacdo exacerbada de

colageno permitindo assim uma formacéao padréo do tecido epitelial.
Key-Words: cicatrizacao, coelhos, picro Sirius, tricrébmico de golmori, trigo
1. Introducéo

A cicatrizacdo de feridas cutaneas compreende um dinamico processo celular
e molecular que garante a restauracao tissular (Mcnees, 2006). No entanto para que
o tecido neoformado seja normotrofico e resistente € fundamental que esse
processo ocorra de forma gradual (Wolfram et. al., 2009). Permitindo assim, a
formacdo organizada do tecido conjuntivo culminando com uma fase de maturacéo
com predominio de fibras coldgenas orientadas e do tipo | (Kahan, et al., 2009 e

Kim et al., 2013).
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Com o intuito de se obter uma cicatriz estética e resistente tem se estudado a
acao terapéutica dos fitoterapicos (Krishanan, 2006 e Cesca et al., 2012). O trigo
(Triticum aestivum), tem se distinguido entre as plantas com propriedades cicatriciais
(Souza et al.,, 2006 e Tillmann et al, 2014), devido possuir acéo antioxidante e
fitoestimulinas que agem sobre os fibroblastos, estimulando a sintese de colageno e
glicosaminoglicanos (Mastroinanni et al 1988, Solarzono et al 2001, Tillmann et al,
2014). Devido a isso esse trabalho teve por objetivo avaliar a citotoxicidade do T.
aestivum (doses 2mg/mL, 4mg/mL, 6mg/mL, 8mg/mL e 10 mg/mL) em linhagem de
celular de fibroblasto, além de avaliar a contracdo da ferida, a formacéo do colageno
e seus tipos na cicatrizacdo de feridas cutaneas tratadas com diferentes doses de T.

aestivum durante 21 dias.

2. Materiais e métodos
2.1. Obtencéo do extrato

Para a realizacdo do estudo foi utilizado um extrato aquoso de T. aestivum
(Herbario PEL, numero: PEL 24.600) obtido através da técnica de sonificacdo por
ultra-som, utilizando 50 gramas de trigo em 500 ml de agua destilada que foram
mantidos em sonificagdo durante 30 minutos, apds o extrato foi filtrado. Os
componentes majoritarios presentes no extrato eram: acido carnésico (117 mg/g),

caempferol (163 mg/g), quercetina (77 mg/g) e apigenina (38 mg/qg).

2.2. Ensaio de citoxicidade (in vitro)
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A linhagem celular utilizada foi a 3T6, oriunda do Banco de Célula da
Universidade do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram cultivadas em meio
essencial minimo (MEM), contendo 1% de solucéo antibidtica e acrescido de 8% de
soro fetal bovino (SFB) e mantida em estufa umidificada a 37°C com atmosfera de
5% de CO,. Apo6s formarem a monocamada confluente, aliquotas foram coletadas
para realizar o subcultivo em placas com fundo chato de 96 cavidades, para a
realizacdo do teste do efeito citotoxico por 48 horas através do MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazdlio).

As doses utilizadas no ensaio foram as de 2 mg/mL (2 pL do extrato aquoso
de T. aestivum a 100mg/mL em 98 pL de MEM), 4 mg/mL (4 pL do extrato aquoso
de T. aestivum a 100mg/mL em 96 yuL de MEM), 6 mg/mL (6 pL do extrato aquoso
de T. aestivum a 100mg/mL em 94 uL MEM), 8 mg/ mL (8 uL do extrato aquoso de
T. aestivum a 100mg/mL em 92 pL de MEM) e 10 mg/mL (10 pL do extrato aquoso
de T. aestivum a 100mg/mL em 90 pyL de MEM).Os testes foram feitos em
duplicadas, utilizando MEM como controle negativo (0 mg/mL), onde as células
foram expostas a condi¢cdes normais. A viabilidade celular foi obtida através do

seguinte calculo: média da absorbancia dos tratados/ média dos controles x 100.

2.3. Ensaio In vivo

Esse estudo foi aprovado na comissao de ética e em experimentacédo animal
da Universidade Federal de Pelotas (CEEA 5104-23110.005104\2009-13). Foram
utilizados 13 coelhos Nova Zelandia, machos com peso variando entre 2-3 kg
oriundos do Biotério Central da UFPel, mantidos em gaiolas individuais. Os animais

receberam anestesia dissociativa (xilazina 5 mg\kg e quetamina 75 mg\kg) e foram
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realizadas incisbes com punch numero oito, produzindo assim 78 feridas
experimentais. Todos os animais foram medicados com analgésico (cloritrado de
tramadol 2 mg\kg,12-12 horas, por via sub-cutanea) apds o procedimento cirdrgico,
durante trés dias (Schanaider; Silva, 2004).

As feridas foram aleatoriamente divididas em trés grupos de acordo com 0s
tratamentos, sendo denominados T2: as feridas tratadas com creme contendo
extrato aquoso de T. aestivum na concentracao de 2mg\mL, e T10 as tratadas com
creme contendo extrato aquoso de T. aestivum 10mg\mL, e TC as tratadas com
creme nao iénico (controle). Os curativos eram realizados a cada 24 horas, sendo
feita a limpeza da ferida com solucao fisiologica 0,9% seguido dos tratamentos. Ao
final dos curativos era realizada protecdo das feridas com gaze hidrofila e malha
cirdrgica que eram trocadas diariamente.

Aos sete, 14 e 21 dias do experimento os animais foram eutanasiados de
acordo com a Resolugcdo n° 1000, de 11 de maio de 2012 do CFMV e a area
contendo a cicatriz foi dissecada e acondicionada de em frasco com formol a 10%
sendo encaminhada para o Laboratdrio de Histologia-Instituto de Biologia da
Fundacdo Universidade Federal do Rio Grande. No laboratério de histologia as
amostras foram incluidas em parafina e seccionadas no micrétomo rotativo
motorizado automatico (Leica — RM2255), com espessura padronizada de 5 pum,
sendo confeccionadas trés cortes consecutivos para cada bloco. As laminas foram

coradas com hematoxilina e eosina (HE), tricrémico de gomori e picro sirius.

2.4 Andlises histologicas
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Nas laminas de HE e tricrbmico de gomori foram realizadas leitura
guantitativa em microscoépio 6ptico de campo claro, sendo avaliado a presenca ou
auséncia da contracdo da ferida e das fibras colagenas e de sua organizacao,
respectivamente. Ja nas laminas com o corante de picro sirius foram realizadas em
microscopio de luz polarizada e obtidas imagens as quais foram analisadas através
dos softwares Image J®. No software foi avaliado o percentual por area (em pixel)
de colageno tipo I, conforme Rich e Whittaker, 2005. Para a analise estatistica dos
resultados foi utilizado o teste de T (Graphpad) para o ensaio in vitro. Para avaliacao
das coloracdes de HE e tricromico de gomori foi realizado o teste de Fischer

(Graphpad), e nas de picrosirius foram avaliadas por Kruskal- Wallis (Statistic 9.0).

3. Resultados e Discusséao
3.1. Ensaio de citoxicidade (in vitro)

Os resultados do ensaio in vitro demonstraram que somente as ceélulas
tratadas com o extrato aquoso de Triticum aestivum a 2mg/mL diferiram do controle
(p< 0,05). Essa diferenga ocorreu pelas células desse tratamento possuir menor

viabilidade celular que o controle, e dos demais tratamentos (Figura 1).

3.2. Ensaio In vivo

Nos resultados da contracdo da ferida com a coloracado de HE foi observado
nos grupos T2 e TC o fisioldgico do processo cicatricial para esse parametro. Onde
foi observado um aumento constante de feridas com contracdo e ao final do periodo
com 100% das feridas apresentando oclusdo da injuria tissular (p= 0,05) (Figura 2).
No entanto, o grupo T10 ndo seguiu esse padrdo, por possuir no inicio do processo

cicatricial possuir superior (100%) presenca de contracdo de feridas que os demais
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grupos (Grupo T2: 50%;Grupo TC:87,5%) (p= 0,05). Sendo esse resultado
determinado devido a maior presenca de crosta, no dia sete, que 0s demais grupos
(T2: 75%; T10: 90%,TC: 42%). Entretanto no dia 14, essa analise regrediu sendo
esse 0 grupo que apresentava o menor percentual de contragao (p< 0,05) (Figura 2).
Esse fato ocorreu, pois, a crosta que realizava a contracéo total da ferida foi sendo
substituida gradativamente por colageno. Esse resultado pode ser observado na
coloracdo de tricrbmico de gomori onde no grupo T10, houve um aumento

exacerbado da presenca de colageno total entre os dias sete (44,4%) e 14 (100%).

Com relacdo ao colageno total, os resultados da coloracdo do tricrébmico de
gomori ndo demonstraram diferenca estatistica entre os grupos a cada dia avaliado
(p= 0,05). Nas lesdes dos grupos T2 e T10, a formagao de colageno ao longo do
periodo experimental foi mais constante e padronizada que no grupo TC. Nesses
grupos as feridas obtiveram a formacdo dessa proteina caracteristica com o
processo fisioldgico cicatricial, sendo que provavelmente permitiu a formacdo mais
organizada do colageno (Kahan et al., 2009 e Kim et al., 2013). Essa organizacao
possivelmente se deve pela menor formacdo de crosta, e consequentemente
formacdo gradual da proteina devido ao tecido estar hidratado, permitindo o fluxo e
sinalizacdo celular adequada para o local lesionado (Mandelbaum et al., 2003 e

Balbino et al, 2005).

Na avaliacdo dos resultados dos tipos de colageno, pode ser visualizado que
no T2 houve presenca de uma ferida com colageno tipo Ill no dia sete, sendo que
nos demais grupos, foi observado somente a presenca de colageno tipo I. Nas
avaliacdes seguintes (dias 14 e 21) nas feridas de todos os grupos houve a
presenca constante de colageno tipo I. Dessa forma pode ser observado que nas

feridas do T2 houve uma formacédo do colageno mais uniforme, seguindo o padréo
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do processo de amadurecimento das fibras colagenas (Mandelbaum et al., 2003 e

Balbino et al, 2005).

Ao longo do periodo experimental os grupos demonstraram resultados
divergentes na formacao de colageno tipo | (p= 0,05) (Figura 2), sendo que no fim do
experimento as feridas do T2 apresentavam maior frequéncia que os demais grupos
(Figura 2) (p= 0,005). No grupo T10, essa formacao foi constante, porém nos grupos
T2 e TC pode ser observado um declinio desse percentual do dia 14 para o sete
(Figura 2). No entanto sabe-se que nessa coloracdo a fibrina e a queratina,
constituintes da matriz extracelular, sdo coradas da mesma forma que o colageno,
devido possuirem birrefringéncia (Rich e Whittaker, 2005). Dessa forma, € possivel
que esse maior percentual de colageno nas feridas tratadas com 2mg/mL e o
controle, no dia sete, esteja vinculado a possuirem um maior percentual de matriz
extracelular que as feridas do grupo T10. Como no dia 14, as feridas ja estavam na
fase proliferativa havendo basicamente a formacédo de colageno, e consequente
declinio da matriz extracelular (Mandelbaum et al., 2003 e Balbino et al, 2005).
Houve esse decréscimo no percentual de pixel lido pelo programa, pois diminuiu a

quantidade de material birrefringente nas amostras desses grupos.

Com os resultados obtidos foi observado que as feridas do grupo T2 tiveram
resposta semelhante ao grupo controle, além de estarem mais proximas do padrao
fisioldgico cicatricial (Mandelbaum et al., 2003 e Balbino et al, 2005), fato que nao foi
observado nas feridas do grupo T10. Devido a esses fatores, e pela maior
frequéncia de colageno tipo | nas feridas do grupo | no dia 21 (p= = 0,05), se justifica
os resultados da maior tensdo das feridas tratadas com extrato aquoso de T.
aestivum a 2mg/mL em estudos anteriores (Tillmann et al, 2014). Com relacdo ao

motivo pelo qual o tratamento com a menor concentracdo do T. aestivum (2mg/mL)
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tem apresentado resultados superiores que o de maior concentracdo (10 mg/mL),
provavelmente se justifica pelo efeito citotoxico deste tratamento em linhagem de
fibroblasto. Como os fibroblastos realizam a sintese de colageno, o estimulo a sua
producdo ocasiona uma producdo mais exacerbada e rapida do tecido, desta
maneira ndo permitindo o alinhamento e maturacdo adequada do tecido (Kahan, et
al., 2009 e Kim et al., 2013). No caso dele ser citotdxico, provavelmente leva a morte
celular e consequentemente a diminuicdo dessa sintese permitindo dessa forma
uma formacéo adequada e padronizada do tecido (Schreml et al. 2010 e Suntar et

al. 2012)
4. Conclusao

Com este estudo foi possivel concluir que a dose de 2mg/mL do extrato aquoso de
T. aestivum é citotoxica para a linhagem celular 3T6, enquanto doses até 10mg/ mL
nao apresentaram dano celular ao teste de MTT. As feridas cutdneas abertas em
coelhos tratadas com extrato aquoso de T. aestivum 2 mg/ mL durante 21 dias
apresentam resultado superior na avaliacdo cicatricial do que lesfes tratadas com

extrato aquoso de T. aestivum 10 mg/ mL.
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Avaliacdo Citotéxica e Cicatricial da Copaifera sp.
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Avaliacao Citotdxica e Cicatricial da Copaifera sp.
Cytotoxic and Healing evaluation of Copaifera sp.

Resumo: Obijetivou-se avaliar a citotoxicidade e agdo cicatricial da Copaifera sp. em
feridas cutaneas em ratos durante 21 dias. Foi realizado o teste de MTT com diversas doses
de copaiba em células VERO. Apds, a determinacdo da dose a ser utilizada no ensaio in
vivo, foram realizado 150 feridas cutaneas abertas em ratos e avaliada a cicatrizagcdo quanto
aos sinais clinicos, planimetria,qualidade cicatricial, histopatologia e tensiometria. Os
tratamentos foram divididos em quatro grupos: grupo | (tratadas com 0,1%); grupo Il
(tratadas com 0,01%); grupo Il (tratadas com vaselina) e grupo IV (tratadas com solugédo
fisiologica 0,9%). Esses grupos foram subdivididos em dias de avaliacBes (quatro, sete, 14
e 21). O resultado in vitro demonstrou que as doses seguras sdo as iguais e menores a
0,01%. Nas analises clinicas os grupos | e 1l demonstraram epitelizar as feridas em menor
tempo que os grupos Il e 1V, no entanto ao final do periodo cicatricial os grupos | e Il
apresentavam maior presenca de crosta que os demais tratamentos. Com relacdo ao
exsudato as feridas do grupo I obtiveram menor frequéncia que os demais tratamentos no
dia quatro. As feridas dos grupos | e Il foram mais eficientes em contrair as lesdes nos
primeiros dias do processo cicatricial, porém ao fim do processo ainda tinham aéreas a
serem epitelizadas, o0 que ndo foi observado nos grupos controles. A qualidade cicatricial
das feridas dos grupos I e Il foi inferior as dos grupos 1l e IV. Na histopatologia, as feridas
dos grupos | e Ill aceleraram o inicio do processo cicatricial, porém ao fim do periodo
experimental as feridas dos grupos Il e IV apresentavam maior frequéncia de feridas na
fase de maturacdo. Na analise tensiométrica os grupos com maior tensdo foram os
controles, demonstrando assim maior qualidade cicatricial que as feridas dos grupos | e II.
Conclui-se, que feridas cutaneas abertas em ratos tratadas por 21 dias com copaiba a 0,1%

e 0,01% apresentaram resultado prejudicial ao tecido epitelial.
Palavras Chaves: copaiba, cutaneo, ferida, toxicidade

Abstract: This study aimed to evaluate the cytotoxicity and healing action of Copaifera sp.
in skin wounds present in mice for a period of 21 days. The MTT assay was performed
with various doses of copaiba in VERO cells. After determining the dose to be used in the
in vivo assay, 150 wounds were opened in the mice, and the wound healing was evaluated

the clinical signs, planimetry, scar quality, histopathology and tensiometers. The treatments
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were divided into four groups: group | (treated with 0.1%); group 11 (treated with 0.01%);
group I (treated with vaseline) and group IV (treated with 0.9% saline). These groups
were further divided into different days for evaluation (four, seven, 14 and 21). The in vitro
results showed that safe doses are equal and lower than 0.01%. In clinical analysis, groups
I and Il epithelialized wounds in less time than groups 11l and V. However, in the end of
the healing period the groups | and Il had a higher presence of crust than the other
treatments. Regarding the exudate, wounds of Group | had a lower frequency than the
other treatments on day four. The wounds of groups | and Il were more efficient in
showing the lesions in the early days of the healing process. Nonetheless, at the end of the
process there were still areas to be epithelialized, which were not observed in the control
groups. The healing quality of the wounds in groups | and Il was lower than those of
groups Il and IV. In histopathology, the wounds of groups | and Il accelerated the
beginning of the healing process. However at 21 days the wounds of groups Il and IV
showed higher frequency of wounds in the ripening phase and higher tensiometric strength
than the other groups. As a result, open wounds in mice treated for 21 days with copaiba
0.1% presented detrimental results to the epithelial tissue while the wounds treated with
copaiba 0.01% are efficient in healing the epithelial tissue. Regarding histopathology, the
wounds of groups | and 111 had the beginning of the healing process accelerated. However,
in the end of the trial period, the wounds of groups Il and IV presented a higher frequency
of wounds in the maturation phase. In the tensiometric analysis the control groups
presented higher tension, thus demonstrating higher healing quality than the wounds of
groups | and II. It is possible to conclude that the treatment of open wounds in rats for 21

days with copaiba 0.1% and 0.01% had a harmful effect to the epithelial tissue.
Keywords: copaiba, skin, toxicity, wound
Introducéo

Atualmente a inddstria farmacéutica tem interesse nos produtos naturais,
principalmente advindos da biodiversidade da Amazonia, pois sdo um potencial inédito
para as empresas (Lima et al, 2011). Em vista disso, estudo com fitoterapicos tem
aumentado nos ultimos anos, sendo que um que se destaca é a copaiba (Klein et al, 2009;
Lima et al, 2011). A Copaifera é uma arvore abundante na regido Amazoénica e que,
através de uma perfuracdo no seu caule, é extraido o 0leo resina. Esse extrato é utilizado

empiricamente pela populagdo para cura de diversas patologias e sintomas. No entanto,
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existem comprovagdes farmacologicas do seu uso, sendo a mais citada a sua acdo anti-
inflamatdria (Pieri et al, 2009).

Uma das indicacdes terapéuticas mais antigas do 6leo resina de copaiba é para a
cicatrizacdo de feridas (Breitbach et al, 2013). Apesar disso, a comprovacdo cientifica da
acao cicatricial do fitoterapico tem sido estudada recentemente, no entanto ha divergéncias
entre os dados relatados na literatura (Brito et al, 1999; Paiva et al, 2002; Vieira et al,
2008; Pieri et al., 2009). Em vista disso esse estudo teve por objetivo avaliar a
citotoxicidade de doses diferentes do 0Oleo resina de copaiba em células VERO (African

Green Kidney Monkey) e avaliar o processo cicatricial in vivo em ratos durante 21 dias.
Material e Métodos

O extrato do 6leo resina de copaiba (Copaifera sp.) foi colhido através de uma
perfuracdo no tronco da arvore Copaifera sp. (Herbario- HFSL:6726). A coleta foi
realizada pela Fundagdo Universidade Federal de Ronddnia no estado de Ronddnia (RO-
463, Theobrma, RO, 2.4 Km- NE-10.294235, -62.404860). Com a obtencdo do 6leo foi
realizado o ensaio de citotoxicidade em células VERO (African Green Kidney Monkey),
com o intuito de determinar a dose a ser utilizada no ensaio in vivo. As células foram
cultivadas em meio essencial minimo (MEM), contendo 1% de solucdo antibidtica e
acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) e mantida em estufa umidificada a 37°C com
atmosfera de 5% de CO,. Apds formarem a monocamada confluente, aliquotas foram
coletadas para realizar o subcultivo em placas com fundo chato de 96 cavidades, para a
realizacdo do teste do efeito citotoxico por 48 horas através do MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazélio).

Para realizar o tratamento das células o MEM foi emulsificado em DMSO
(dimetilsulféxido) permitindo assim a penetracdo do 0leo resina de copaiba nas células. As
doses utilizadas foram as seguintes: 10% (10 pL extrato/90 pL MEM/DMSO, sendo
denominada:solucdo A), 5% (5uL extrato/95 uL MEM/DMSO), 1% (10 pL solucdo A/90
uL MEM/DMSO, sendo denominada:solucdo B), 0,1% (10 pL solucdo B/90
MEM/DMSO, sendo denominada:solugdo C), 0,01% (10 pL solucdo C/90 pL
MEM/DMSO, sendo denominada:solucdo D), 0,001% (10 pL solucdo D/90 pL
MEM/DMSO, sendo denominada:solugdo E), 0,0001% (10 pL solugdo E/90 pL
MEM/DMSO, sendo denominada:solucdo F) e 0,00001% (10 pL solugdo F/90 pL
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MEM/DMSO). Apés as placas foram mantidas em estufa umidificada a 37°C e com 5% de
CO,. Os testes foram feitos em triplicata, utilizando MEM como controle negativo (CC) e
MEM emulsificado em 1:200 de DMSO como controle positivo (CDMSOQO). A viabilidade
celular foi obtida através do seguinte calculo: média da absorbancia dos tratados/ média
dos controles x 100 conforme (Wang et al.,2011).

Para o ensaio in vivo foram utilizados 75 ratos (Rattus norvegicus) machos Wistar,
oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas (CEEA: 7605-
23110.007605/2012-21). Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos.
Sendo dois controle e as duas doses do 6leo resina de copaiba previamente estipuladas no
ensaio in vitro, as quais foram diluidas em veiculo vaselina. Os grupos foram
denominados de grupo | (feridas tratadas com copaiba 0,1%); grupo Il (feridas tratadas
com copaiba de 0,01%); grupo Il (feridas tratadas com vaselina) e grupo IV (feridas
tratadas com solucdo fisiolégica 0,9%), Além da divisdo em grupos, 0s animais foram
subdivididos de acordo com o periodo experimental (4, 7, 14 e 21 dias) totalizando dessa
forma 150 feridas.

Apbs a determinagdo dos grupos de cada animal, esses foram submetidos a
anestesia com atropina 5mg/kg por via subcuténea e associacao de xilazina (10 mg/kg) e
guetamina (100mg/kg) por via intramuscular (Schanaider e Silva, 2004) para a realizacédo
do procedimento cirargico. Com os animais em plano anestésico, foi realizada tricotomia e
antissepsia da pele com alcool etilico 70°. Apo6s eram realizadas duas incisdes no dorso de
cada animal com punch numero 8. As feridas eram tratadas diariamente com 0,1 mL do
tratamento estipulado de acordo com o grupo experimental. Ao final de cada periodo
experimental (quatro, sete, 14 e 21 dias) 0s animais eram eutanasiados seguindo
recomendagGes da Resolugdo n° 1000 de 2012 do CFMV. As analises realizadas nesse
periodo foram as: clinica, de planimetria e histopatologica. Aos 21 dias eram realizadas as
avaliacbes de qualidade cicatricial (normotrofica e hipertrofica) e tensiométrica. Nas
avaliacOes clinicas as lesdes eram avaliadas macroscospicamente, considerando a presenca
ou auséncia de exsudato, de crosta e da epitelizagdo. Para determinagdo da contragdo das
feridas era realizada a analise de planimetria.Sendo tracado o contorno do perimetro
externo de cada ferida através da sobreposicdo de um papel manteiga, e posteriormente

calculada a area da lesdo com auxilio de papel milimetrado.

As amostras teciduais foram processadas para inclusdo em parafina e realizados

cortes histologicos de 7um, para posteriormente serem corados por hematoxilina-eosina. A
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leitura das laminas histologicas foi realizada em microscopio de luz claro, sendo
caracterizada cada fase cicatricial (inflamatoria, proliferativa e de maturacdo). Para essa
determinacdo o tipo de infiltrado inflamatorio foi avaliado e categorizado quanto a
quantidade (discreto, moderado ou acentuado) e quanto ao tipo celular predominante.
Além de determinado o padrdo predominante de neoformacdo de vasos sanguineos assim
como a presenca de fibroblastos, perfil de deposicdo de fibras colagenas, epitelizacdo e

presenca de crostas ou restos celulares.

Aos 21 dias, 15 feridas de cada grupo experimental eram processadas para anélise
de tragdo axial em maquina universal de ensaio (DL 500) no Centro de Desenvolvimento e
Controle de Biomateriais para realizacdo da andlise tensiométrica. Para isso, as amostras
eram confeccionadas em formato de ampulheta (com auxilio de um molde metalico) e
acondicionadas em solucéo fisioldgica 0,9%. O formato de ampulheta permitia que as duas
extremidades da pele que eram fixadas ao equipamento, apresentassem auséncia de pele

adjacente a regido da ferida.

Para a anélise estatistica dos dados foi utilizado o teste de kruskal wallis (Statistix
9.0) para os pardmetros de planimetria, tensiometria e histopatoldgico. Ja para os clinicos e
de qualidade cicatricial foi utilizado o teste de analise de variancia e tukey para a

comparacdo das médias (Statistix 9.0).

Resultados e Discussao

O resultado do ensaio de citotoxicidade com o MTT utilizando o 6leo resina de
Copaifera sp. demonstrou que as doses que apresentaram viabilidade foram as seguintes:
0,01%; 0,001%; 0,0001%, 0,00001% (Fig. 1). Considerando que a maioria dos ensaios
com cicatrizacdo de feridas utilizando o 6leo resina de copaiba apresentaram resultados
satisfatorios, e as doses utilizadas sdo mais altas do que as que apresentaram viabilidade no
ensaio in vitro (Brito et al., 1999; Paiva et al., 2002; Vieira et al., 2008; Pieri et al., 2009).
Optou-se por, no experimento in vivo utilizar a primeira dose indcua (0,01%- Grupo 1) e a
primeira citotoxica (0,1% Grupo 1). Visto que nenhum desses estudos realizou ensaio de
citotoxicidade previamente ao pré-clinico, e que 0s experimentos in vitro nem sempre

correspondem aos resultados in vivo.
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Figura 1. Determinacdo do percentual de viabilidade celular em
linhagem Vero referente as doses utilizadas (10%-0,00001%) para o
tratamento com O6leo resina de copaiba durante 48 horas. (CC:
controle de células- MEM; CDMSO: Controle de células com
DMSO). Linha indica a viabilidade celular.
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Figura 2. Presenca dos pardmetros clinicos: crosta, exsudato e epitelizacdo nas lesdes dos

grupos | (tratadas com 0leo resina de copaiba 0,1%); grupo Il (tratadas com 0leo resina de

copaiba 0,01%); grupo Ill (tratadas com vaselina) e grupo IV (tratadas com solucéo

fisiolégica a 0,9%) nos dias quatro, sete, 14 e 21. Os dados estdo expressos em

porcentagem das lesdes apresentado cada parametro no respectivo dia. Letras diferentes no

mesmo dia indicam diferenca significativa (p < 0,05).
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Nos dados clinicos foi observado que as feridas tratadas com as duas concentracdes do
6leo resina de copaiba, aceleram o inicio do processo cicatricial, pois foram os Unicos
grupos que apresentavam presenca de epitelizagdo no dia quatro (p < 0,05) (Mandelbaum
et al, 2003). Com relacdo aos demais parametros podem ser constatados o fisiolégico do
processo cicatricial em todos os grupos. Com presenca de exsudato e crosta nos primeiros
dias evoluindo ao longo do periodo para epitelizacdo completa e auséncia dos dois

primeiros sinais clinicos (Fig.2) (Balbino et. al, 2005).

Apesar disso, alguns grupos durante o periodo experimental se destacaram em
alguns critérios. Como o grupo IV que demonstrou menor percentual de formagdo de
crosta em todo o periodo experimental, diferindo (p < que 0,05) aos quatros dias dos
grupos tratados com o fitoterapico (Fig.2). Esse resultado demonstrou um atraso do
processo cicatricial nos primeiros dias com esse tratamento (Balbino et al., 2004). No
entanto esse foi o Unico tratamento que aos 21 dias apresentava epitelizagdo completa e
auséncia de crosta (Fig.2). Padrdo ndo observado nas feridas tratadas com as duas
concentracdes do fitoterapico, pois eram as Unicas que possuiam presenca de crosta aos 21
dias. E o grupo I diferiu (p < que 0,05) dos demais grupos por ter 100% de presenca de
crosta nesse dia. Dessa forma, pode ser observada uma evolugdo da cicatrizacdo com 0s
tratamentos com as duas concentragdes do Gleo resina de copaiba nos primeiros dias e ao

final do periodo um resultado desfavoravel.

Com relacdo ao exsudato pode ser observado que as feridas do grupo |
diferiram dos demais grupos no dia quatro (p < 0,05) por apresentar menor frequéncia
desse parametro (Fig.2), esse fato pode estar relacionada com a acgdo anti-inflamatoria da
copaiba (Veiga Janior et al, 2007), visto que as feridas desse grupo eram a que
apresentavam maior concentracdo do fitoterapico. No dia sete as feridas do grupo 11 foram
as unicas que ainda apresentavam presenca de exsudato, no entanto era apenas em uma
ferida e esse fato é fisioldgico no processo cicatricial (Mandelbaum et al, 2003; Balbino et
al, 2005). Na epitelizagdo, foi observado auséncia de desse padréo aos sete dias no grupo
Il (Fig.2). Entretanto esse resultado foi observado devido a presenca de 100% de crosta

nesse mesmo dia, dessa maneira impossibilitando a visualizacdo do tecido epitelial.
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Figura 3. Demonstracdo da média da area (mm?) da contracdo em
feridas em ratos durante 21 dias, nas lesdes dos grupos | (tratadas
com oOleo-resina de copaiba 0,1%); grupo Il (tratadas com oOleo-
resina de copaiba 0,01%); grupo Il (tratadas com vaselina) e grupo
IV (tratadas com solucéo fisioldgica a 0,9%) nos dias quatro, sete, 14
e 21. Letras diferentes no mesmo dia indicam diferenca significativa
(p <0,05).

Os resultados da contracdo da ferida demonstraram que ao longo do periodo
experimental as feridas tratadas com as duas concentragdes do 6leo resina de copaiba ndo
diferiram entre si (p > que 0,05). No entanto no inicio e meio do processo cicatricial
apresentaram a menor contracdo quando comparado com o0s demais tratamentos,
demonstrando novamente a acdo do fitoterapico em acelerar o processo cicatricial inicial
(Aquino et al, 2003; Garros et al, 2006). Aos quatro e sete dias do experimento as feridas
do grupo | apresentaram menor média de contracdo quando comparado com o0s demais
tratamentos (Fig. 3), tanto que aos quatro dias diferiu (p < 0,05) dos dois grupos controle e
no dia sete do grupo IV (p < que 0,05).Demonstrando assim, uma aceleracdo no processo
cicatricial nas feridas desse grupo e consequentemente uma menor possibilidade de
contaminacdo das mesmas, devido a sua retracdo em menor tempo (Mandelbaum et al,
2003; Balbino et al, 2005). No dia sete, as lesdes do grupo |1, apresentavam a maior média

de contragdo dos tratamentos, possivelmente por ter sido o Unico grupo a apresentar
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exsudato nesse dia, entdo provavelmente suas lesdes possuiam didmetro maior (Vieira et
al, 2008).

No dia quatorze, as feridas tratadas com as duas concentracBes de copaiba
obtiveram menor media de retracdo, que os dois grupos controles (p < 0,05) (Fig. 3),
demonstrando assim que o fitoterpico tem agdo eficiente em realizar a oclusdo da ferida
em menor tempo. Ja no 21° dia, as feridas dos grupos controle estavam totalmente ocluidas
fato que nédo foi observado nas feridas tratadas com as duas concentracdes de copaiba (Fig.
3). Estes dados corrobam com Vieira et al.(2008) que demonstrou que feridas tratadas com
6leo resina de copaiba apresentaram uma proliferacdo de tecido epitelial na fase inicial do
processo cicatricial. No entanto, ao longo do periodo gerou uma desordem tecidual,
finalizando com uma cicatrizacdo ineficiente. Esse resultado também pode ser observado
no nosso estudo, pois as feridas tratadas com as duas doses do fitoterapico apresentaram
maior frequéncia de cicatrizes hipertréficas (66,7%) que os demais tratamentos (grupo IlI:
50%, e grupo IV: 0%). Dessa forma, pode ser observado que todos os tratamentos que
possuiam um veiculo oleoso demonstraram resultados inferiores na qualidade cicatricial,

podendo essa ser a causa da desordem tecidual relatada por Vieira et al (2008).

Na analise histopatoldgica foi possivel observar uma evolugdo padrdo do processo
cicatricial nos grupos Il e IV. No grupo | as feridas demonstraram uma evolucédo acelerada
no inicio do processo cicatricial quando comparado com 0s demais grupos. Isso pode ser
visto, pois era 0 Unico grupo que no dia quatro possuia feridas (16,7%) na fase
proliferativa, devido a presenca de colageno (Aquino et al, 2006). No dia sete, alem do
grupo Il apresentar (16,7%) feridas na fase proliferativa o grupo Ill também possuia
(16,7%), enquanto os demais grupos obtinham somente feridas na fase inflamatéria. Com
esse resultado, pode ser visto que somente o grupo I, que também possuia tratamento
oleoso ndo tinha feridas na fase proliferativa. Podendo ser justificado por esse ser o Unico

grupo que possuia exsudato nos dados clinicos, nesse dia.

Aos 14 dias todos os grupos, como era esperado, apresentavam feridas na fase
proliferativa e de maturacdo (Mandelbaum et al, 2003; Balbino et al, 2005). Sendo que o
grupo IV apresentava maior frequéncia de lesdes na fase de maturacdo (50%) que os
demais grupos (grupo Il e 11: 33,3% e grupo I: 16,7%). Dessa forma, foi constatado que o
grupo I diferiu (p < 0,05) do grupo IV, pois era o grupo que apresentava menor frequéncia

de feridas na fase de maturacdo. No final do periodo experimental pode ser observado, que
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todos os grupos ainda possuiam feridas na fase proliferativa. Sendo observado que os
grupos que possuiam maior frequéncia de feridas em fase de maturacdo foramo 1V eo Il
(66,7%), seguido do Il (50%) e | (33,3%). No entanto na analise tensiométrica, 0s grupos
que obtiveram a maior tensdo foram os controles (grupo Il1: 0,78 Pa e grupo:1V 0,86 Pa)
seguidos das feridas tratadas com as duas concentracdes do 6leo resina de copaiba (grupo
I: 0,62 Pa e grupo | (0,63 Pa). Desta forma, foi constatado que as feridas do grupo IV
diferiram das dos grupos I e II (p<0,05), devido possuirem menor tensdo que as feridas
tratadas com solucéo fisioldgica 0,9%. Demonstrando assim, que a aceleracéo inicial do
processo cicatricial com as duas concentragdes do Gleo resina de copaiba, apresentou

resultados inferiores na qualidade cicatricial ao fim do periodo experimental.

No inicio do processo cicatricial as feridas tratadas com as duas doses de copaiba
tiveram uma proliferacdo tecidual intensa possivelmente pela acdo imunoestimulatoria do
fitoterapico que ocasionou um maior aporte quimiotatico para o local lesionado (Vieira et
al, 2008). No entanto essa aceleracdo inicial da cicatrizagdo foi exacerbada, pois nao
permitiu que o tecido epitelial se organizasse até o final do periodo experimental. Visto,
que as feridas do grupo Il que, obtiveram a mesma frequéncia de lesdes na fase de
maturacdo que as tratadas do grupo 1V, tiveram uma menor tensdo, demonstrando assim

que a qualidade do tecido formado foi inferior.

Concluséao

Com este estudo podemos concluir que doses iguais ou menores a 0,01% nao
apresentam dano celular a células VERO no ensaio do MTT. As feridas cutaneas abertas
em ratos tratadas por 21 dias com copaiba a 0,1% e 0,01% apresentaram resultado

prejudicial ao tecido epitelial.

Agradecimento

A Capes e ao CNPq (CNPq 305072/2012-9) pela concesséo de bolsa e auxilio financeiro.



308

309
310
311
312

313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325

326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338

53

Referéncias Bibliogréaficas

AQUINO, J.U.; CZECZKO, N.G.; MALAFAIA, O. et al. Avaliacdo fitoterapica da
Jatropha gossypiifolia L. na cicatrizacdo de suturas na parede abdominal ventral de ratos.
Acta Cirurg. Bras. v.21, p.61-66, 2006.

BALBINO, C.A.; PEREIRA, L. M.; CURI, R. Mecanismos envolvidos na cicatrizacéo:

uma revisao. Brazi J Pharm Scienc.,.v. 41, p.27-51, 2005.

BREITBACH, U. B.; MICHAEL NIEHUES, M.; NORBERTO P. LOPES,N.P.et al.
Amazonian Brazilian medicinal plants described by C.F.P. von Martiusnin the 19th
century. J Ethnopharm , v.147,p.180-189, 2013

BRITO, M.V.H.; OLIVEIRA, R.V.B.; MORAIS, M.R.; LAMEIRA, O.A.; Efeito da
copaiba no comportamento de ratos. Rev. Par. Med., v.34, p.34-37, 1999.

GARROS, I.C; CAMPOS, A.C.L; TAMBARA, E.M. et al.Extrato de Passiflora edulis na
cicatrizagdo de feridas cutdneas abertas em ratos: estudo morfoldgico e histolégico. Acta
Cirurg Bras. v. 21, p.55-65, 2006.

KLEIN, T.; LONGHINI, R.; BRUSCHI, M.L.; MELLO, J.C.P.Fitoterapicos: um mercado
promissor. Rev Ciénc. Farm. Basica Apl. ,v. 30,p.241-248, 2009

LIMA, C.S.;.DE MEDEIROS, B.J.L.; FAVACHO, H.A.S. et al. Pre-clinical validation of a
vaginal cream containing copaiba oil (reproductive toxicology study).Phytom, v.18,
p.1013- 1023, 2011

MANDELBAUM, S.H.; DI SANTIS, E.P., MANDELBAUM, M.H.S. Cicatrizagdo I:

conceitos atuais e recursos auxiliares- Parte 1. Anais Bras. Derm. v. 78, p. 393-407, 2003.

PAIVA, L.A.; ALENCAR CUNHA, K.M.; SANTOS, F.A. et al. Investigation on the
wound healing activity of oleo-resin from Copaifera langsdorffi in rats. Phyto. Res. v.16,
p.737-739, 2002,



339
340
341
342
343
344

345
346

347
348
349
350

351
352
353

54

PIERI, F.A.; MUSSI, M.C.; MOREIRA, M.A. S. Oleo de copaiba (Copaifera sp.):
historico, extracdo, aplicacdes industriais e propriedades medicinais. Rev. Bras. Pl Med.,
v.11, p.465-472, 20009.

RESOLUCAO N° 1000, DE 11 DE MAIO DE 2012 DO Conselho Federal de Medicina
Veterinaria-CFMV.

SCHANAIDER, A.; SILVA, P.C. Uso de animais em cirurgia experimental. Acta Cirurg
Bras., v.19, p.441-447, 2004.

VEIGA JUNIOR, V.F.; ROSAS, E.C.;. CARVALHO, M.V et al. Chemical composition
and anti-inflammatory activity of copaiba oils from Copaifera cearensis Huber ex
Ducke, Copaifera reticulata Ducke and Copaifera multijuga Hayne- A comparative
study. J. Ethnopharm., v.112, p.248-254, 2007.

WANG, J. P.; RUAN, J.l.; CAI, Y. I. et al.In vitro and in vivo evalution of the wound
healing properties of Siegesbeckia pubescens. Journal of Ethnopharmacology, v. 134, p.
1033-1038, 2011.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874107001286
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874107001286
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874107001286
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874107001286

4 MEDOTOLOGIA DA ANALISE CROMATOGRAFICA DO ARTIGO: USE OF
TRITICUM  AESTIVUM IN OPEN WOUND HEALING: A CLINICAL,
PATHOLOGICAL, AND TENSIOMETRIC ASSESSMENT IN THE RABBIT MODEL

Durante o periodo de doutorado foi realizada a reviséo e acompanhamento do
ensaio cromatografico do T. aestivum, o qual faz parte do artigo: Use of Triticum
aestivum in open wound healing: a clinical, pathological, and tensiometric
assessment in the rabbit model (aceito pela revista Arquivos Brasileiros de Medicina
Veterinaria e Zootecnia). Para analise cromatogréfica do extrato foi empregada a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando o equipamento
da Varian® com detector de arranjo de diodos (DAD) com varredura de 200 a 800
nm. Coluna Cromatografica com fase estacionaria C18 Phenomenex Gemini (25cm x
4,6mm x 5 um) e uma pré-coluna de mesma fase. Fase movel binaria de agua com
6% de acido acético e 2mM de acetato de sédio (eluente A) e acetronitrila (eluente
B), fluxo de 1 mL min *, temperatura de 25°C e volume de injecdo de 10 pL.O
seguinte gradiente aplicado: 0 min, 5% B; 45 min, 15% de B; 55 min, 30% de B; 60
min, 50% de B; 65 min, 100% de B, e finalmente, em 75 min. 5% de B. Os
compostos separados foram monitorados com DAD.

Os padrdes utilizados foram adquiridos através da Sigma Aldrich® com
elevado teor de pureza, sendo solubilizados em metanol e agua 50:50 v/v. A agua
destilada e deionizada foi ultra purificada empregando um sistema da marca Human
UP 900/Scholar-UV, com seis colunas de troca ibnica, lampada germicida 185/254
nm, filtro de carvao ativado e filtro de saida de 0,22 pum. A solugéo do extrato aquoso

foi solubilizadas em agua ultrapura em bal&do volumétrico individualmente



5 CONCLUSAO GERAL

Nas condicbes desse estudo foi possivel constatar que os resultados
permitem concluir que:

- A dose de extrato aquoso de Triticum aestivum 2mg/mL é citotdxica para a
linhagem celular 3T6, enquanto as doses de 4mg/mL, 6mg/mL, 8mg/mL, 10mg/mL
nao apresentaram dano celular ao teste de MTT;

- Doses iguais ou menores que 0,01% do Oleo resina de copaiba nao

apresentam citotoxicidade celular ao teste do MTT para linhagem celular VERO ;

- Feridas cutaneas abertas em coelhos tratadas com extrato aquoso de T.
aestivum 2 mg/ mL durante 21 dias apresentam resultado superior na avaliacéo

cicatricial do que lesdes tratadas com extrato aquoso de T. aestivum 10 mg/ mL;

- Feridas cutaneas abertas em ratos tratadas com 0,1% e 0,01% de 6leo

resina de copaiba apresentam resultado prejudicial ao tecido epitelial
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