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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito cicatrizante da administragdo topica do extrato hidroalcodlico de Aroeira em feridas abertas na
regido dorsocostal de ratos. Métodos: Utilizou-se 60 ratos Wistar, machos, que tiveram retirado fragmentos de pele com
dois centimetros de diametro, sob anestesia inalatoria com éter etilico. Foram divididos em dois grupos de 30 animais: o
grupo Aroeira, que recebeu aplicagdo do extrato hidroalcodlico da planta, e o grupo controle, que recebeu aplicagdo de
solugdo salina a 0,9%. Cada grupo foi subdividido em 3 com 10 animais cada para serem observados aos sete, 14 ou 21
dias. As areas das lesdes foram analisadas pelo aspecto macroscopico e por planimetria digital. Os espécimes ressecados das
feridas foram analisados por microscopia 6tica em coloragdes de hematoxilina-eosina e tricromio de Masson. Resultados:
Os achados macroscopicos demonstraram reepitelizagdo completa mais precoce no grupo controle aos 14 dias. Pela
planimetria digital as areas médias das feridas dos ratos do grupo controle (0,5278 cm?) foram menores que as das feridas
dos ratos do grupo Aroeira (0,6897 cm?), com significincia estatistica aos 14 dias de pos-operatorio (p=0,036). O estudo
histolégico demonstrou diferenca estatistica (p=0,023) em relacdo as células mononucleares no 14° dia de avaliagdo, com
maior niimero no grupo Aroeira, ndo havendo diferengas significantes em relacdo aos outros parametros em nenhum dos
dias estudados. Conclusio: O extrato hidroalcoolico de Aroeira retardou a reepitelizagao das feridas da pele dos ratos
Descritores: Cicatrizagdo de Feridas. Fitoterapico. Anacardiaceae (Schinus terebinthifolius Raddi)

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the healing effect of the topic administration of the hydroalcoholic extract of Aroeira in open wounds
in the dorsocostal region of rats. Methods: Sixty Wistar rats, males, were used. In all animals one skin fragment was
removed, with two centimeters in diameter. Inhalatory anesthesia with ethyl ether was done, The rats were divided in two
groups of 30 animals: Aroeira group, submitted to an topic application of the hydralcoholic extract of the plant, and control
group, with the same process but with 0.9% saline solution. Each group was divided in three sub-groups of 10 animals
according to the period of observation: 7, 14 and 21 days. The areas of the injuries were analyzed by the macrocospic
aspect and digital planimetry, and the resected segments of the wounds were studied by optic microscopy stainned with
hematoxilin-eosine and trichromium of Masson. Results: The macrocospic findings showed early complete reepitelization
in the control group by the 14th day. According to the digital planimetry the average wound areas of the rats from the
control group (0.5278 cm?) had been smaller than those from the wounds of the rats of the Aroeira group (0.6897 cm?), with
statistical significance to the 14th day (p=0.036). The hystologic study showed statistical difference (p=0.023) regarding
the mononuclear cells in 14th day of evaluation, with larger number in the Aroeira group, without significant differences
regarding other parameters in all the remaining days. Conclusion: The topic use of the hydralcoholic extract of Aroeira
delayed the reepitelization of the skin wounds in rats
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Introducao formada por trés fases evolutivas sobrepostas: fase inicial
ou inflamatoria, fase proliferativa ou de fibroplasia e fase

Apo6s um ferimento, inicia-se seqiiéncia de eventos  de remodelagdo ou maturagdo'?.
biologicos, dinamicos e complexos, que visam promover Desde os primoérdios, o homem tenta interferir nesse
o reparo da lesdo que caracterizam a cicatrizagdo. Ela é  processo, procurando diminuir o seu periodo ¢ buscando

Acta Cirurgica Brasileira - Vol 21 (Suplemento 2) 2006 - 17



Avaliag@o do extrato hidroalcodlico de Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) no processo de cicatrizagdo de feridas em pele de ratos

melhores resultados, quer estéticos quer funcionais. Neste
processo evolutivo as plantas obtiveram lugar de destaque.
A utilizagdo de plantas com fins medicinais, conhecida atu-
almente como fitoterapia, durante varios séculos constituiu a
base terapéutica da pratica médica. A partir do século XIX,
com o progresso da quimica, as moléculas ativas foram
extraidas das plantas e reproduzidas artificialmente, o que,
somado ao desenvolvimento da induastria farmacéutica,
levou a maioria da populagdo a substituir progressivamente
as plantas in natura pelas drogas, nao por ineficiéncia das
primeiras, mas, principalmente, pela maior oferta dos
medicamentos sintéticos que, pela comodidade, foram
mais aceitos pelas populac¢des, principalmente dos centros
urbanos maiores**>”.

Dentre as plantas de grande uso popular encontra-se a
Aroeira, que tem como nome cientifico Schinus terebinthi-
folius Raddi.

No Brasil, a Aroeira é planta comum da vegetacdo
litoranea dos estados nordestinos. Sua casca ¢ usada como
antiinflamatério e cicatrizante*®!3,

Apesar do grande e antigo emprego popular, na revisdo
bibliografica, ndo foi encontrado trabalho cientifico es-
tudando o uso topico da Aroeira como cicatrizante o que
motivou a realizagdo desta pesquisa, que tem como objetivo
verificar o efeito do extrato hidroalcoolico da Aroeira no
processo de reparacao tecidual de feridas induzidas na pele
de ratos, mediante avaliagdo de pardmetros macroscopicos
¢ histolégicos.

Métodos

Este estudo foi realizado no Laboratdrio de Pesquisa do
Departamento de Fisiologia ¢ Farmacologia do Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal
do Maranhdo (UFMA) em Sao Luiz — MA e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFMA.

Preparo do fitoterdpico

O extrato hidroalcodlico de Aroeira foi preparado, a
partir da entrecasca seca de parte aérea de uma inica arvore
adulta”. O material vegetal (8.000g de entrecasca seca de
Aroeira) foi colocado para secagem em temperatura am-
biente; depois triturado com faca e colocado durante 24
horas em estufa com temperatura entre 45°C e 50°C para
retirar a umidade. Em seguida, foi submetido a processo de
moagem, com obtengdo de p6. Este material foi pesado e
depositado em recipiente de vidro com adi¢do de solugdo
hidroalcodlica a 70% na proporgédo de 1:3 do p6. A mistura
resultante permaneceu por 12 horas sendo agitada durante
cinco minutos a cada duas horas, passando entdo por dois
processos de filtragao simples, sob pressdo reduzida, ob-
tendo-se ao final 3.450 ml de extrato bruto de coloragao
lilas. O extrato bruto foi concentrado em evaporador rotativo
sob pressao reduzida, com temperatura entre 55°C e 60°C,
para eliminagdo total do solvente.

O produto obtido apds concentragdo apresentou-se sob a
forma de pasta, da qual foi retirada amostra para testes farma-
cologicos. Foi ela entdo diluida em agua destilada até obter-
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se extrato hidroalcoodlico na concentragido de 100mg/ml que
foi mantido em refrigerador a 10°C até ser utilizado'.

O experimento

Foram utilizados 60 ratos (Rattus novergicus albinus,
Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, machos, com
peso médio de 156,31g.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois
grupos de 30: Grupo Controle (Gc) e Grupo Aroeira (Ga).
O Gc correspondia aos animais submetidos ao tratamento
cirargico com aplicag@o de solugdo salina a 0,9% e o Ga,
ao grupo de ratos submetidos ao tratamento cirurgico ¢
aplicagdo de extrato hidroalcoodlico de Aroeira. Cada grupo
(Gc e Ga) foi dividido em trés subgrupos de 10 animais de
acordo com o periodo de avaliagdo (sete, 14 e 21 dias de
pbs-operatorio).

Para indugdo anestésica, cada animal foi colocado em
campanula de plastico fechado, contendo algodao hidroéfilo
umedecido com éter etilico®.

Realizou-se epilacdo na regido dorsal, em area de 24 cm?
(6 cm de comprimento x 4 cm de largura), localizada caudal-
mente a uma linha imaginaria que passasse pelos membros
anteriores. No centro da area epilada foi realizada demar-
cacdo na pele de cada rato por rotagdo da borda cortante de
demarcador (punch) metalico com 2 cm de diametro.

Realizou-se entdo ressecgdo de segmento de pele circu-
lar, seguindo a demarcagdo do punch, aprofundando-se a
incisdo até expor a fascia muscular dorsal.

Concluida hemostasia, foi realizada a primeira admin-
istracdo topica, na ferida operatdria cruenta, de 0,1 ml do
extrato hidroalcéolico de Aroeira por meio de seringa de
1 ml, sem agulha, nos animais do Ga. Mesmo volume de
solugdo salina foi aplicado no Gc.

Todos os animais foram sacrificados nas datas pro-
gramadas, por inalagdo de vapor de éter, até parada cardio-
respiratoria.

Avalia¢do macroscopica

Na analise macroscopica das feridas operatérias, foram
verificadas a ocorréncia de hemorragia (sim ou nao), a
presenca ¢ extensdo de crostas (total, parcial ou ausente),
a presenca de secre¢do (sim ou ndo) ¢ a reepitelizagdo
(completa, parcial ou ausente).

Planimetria digital

Ap0s sacrificados, cada animal foi colocado sobre pran-
cha cirtrgica revestida com papel cartdo preto e teve a les@o
fotografada por camera digital (Modelo Powershot A100%,
Canon, Japo), mantida em tripé a uma distancia constante
de 34 cm, com aproximacdo de 1,3x e resolugdo de 1280
x 960 pontos. Este procedimento visou obter imagens para
avaliar a cicatrizacdo por planimetria digital através do
programa de computador AutoCad 14®.

Na mesma ocasido, foram realizadas medi¢des do maior
diametro da ferida de cada animal, com paquimetro digital
milimetrado, para calculo da area real durante a planimetria
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digital (Figura 1).

FIGURA 1 - Medicdo da ferida com paquimetro digital

A imagem (fotografia digital) foi importada para o
programa de computador AutoCad 14®, no qual realizou-
se delimitagdo na periferia da ferida (poliline) (Figura 2) e
calculo da sua area, utilizando a medida do maior didmetro,
obtida com paquimetro digital, para transformacdo em
tamanho real.

FIGURA 2 - Delimitagdo da area da ferida no programa
AutoCad 14"

Avalia¢do microscopica

Cada ferida cirurgica foi dissecada com margem de
lem de pele integra em torno da lesdo, com profundidade
até a musculatura dorsal do animal, sendo a pega cirurgica
colocada em recipiente plastico com formol a 10%.

Foram realizadas coloragdes histologicas por HE para
analisar morfologicamente os tecidos, e tricromio de Mas-
son, para observacao de fibras colagenas. Nas observacdes
de microscopia Optica, foram avaliados os seguintes para-
metros: proliferacdo vascular, células polimorfonucleares,
c¢lulas mononucleares, proliferacdo fibroblastica, fibras
colagenas e reepitelizagdo. Para proliferagdo vascular, célu-
las polimorfonucleares, células mononucleares, proliferagao
fibroblastica e fibras colagenas foram atribuidas quatro
graduacdes: ausente, discreta, moderada e acentuada. Para

a reepitelizacdo foram trés: ausente, parcial e completa.
Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o programa
Statistica for Windows 5.1%. Para avaliar em conjunto os
efeitos dos grupos (Ga e Gc), do tempo (sete, 14 e 21 dias)
e para interagdo entre eles foi realizada ANOVA com dois
fatores para a variavel numérica area (cm2). As comparagdes
das areas médias das feridas dos animais do Gc e do Ga em
cada um dos dias de estudo foram feitas através do teste
t de Student. As variaveis histologicas, foram analisadas
pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, e o teste de
Kruskal-Wallis. O nivel de significancia (p) utilizado para
se rejeitar a hipotese da nulidade foi de 0,05.

Resultado
Avalia¢do macroscopica

Os achados macroscopicos demonstraram reepitelizagao
completa mais precoce no grupo controle aos 14 dias. Neste
periodo, foram cinco ratos do grupo controle reepitelizados
e cinco sem reepitelizagdo completa; no gupo Aroeira, so-
mente um foi reepitelizado, com nove sem reepitelizagdo
completa. Aos 21 dias, todos os ratos do grupo controle
estavam reepitelizados; no grupo Aroeira, seis estavam
reepitelizados neste periodo, mas quatro ndo mostravam
reepitelizacdo completa.

Planimetria digital

Aos sete dias de avaliagdo a média das areas das feridas dos
ratos do Ga foi maior que a dos ratos do Ge (Tabela 1).

TABELA 1 — Areas das lesdes (cm?) - Ga e G sete dias de
pos-operatorio

Ga - 7 Dias Gc - 7 Dias
Ratos Areas Ratos Areas
1 1,4815 1 1,3873
2 1,4540 2 1,7583
3 1,5293 3 1,1865
4 2,0735 4 1,5727
5 2,3710 5 0,7367
6 1,4656 6 1,3643
7 1,4330 7 1,2706
8 1,1800 8 2,1371
9 2,0156 9 1,5454
10 1,3782 10 1,7339
Média 1,63817 1,46928

Aos 14 dias de avaliagdo, a média das areas das feridas
dos ratos do Ga foi maior que a dos ratos do Gc, com dife-
renga superior que aos sete dias (Tabela 2).

Aos 21 dias de avaliagdo, a média das areas das feridas
dos ratos do Ga permaneceu maior que a média das areas dos
ratos do Gc, porém com menor diferenca (Tabela 3).
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TABELA 2 — Areas das lesdes (cm?) - Ga e Ge 14 dias de
pos-operatdrio

TABELA 4 — Comparacao histologica intergrupos Gc — Ga
aos sete dias de pos-operatorio

Ga - 14 Dias Gc - 14 Dias Ge 7 Ga7 p
Ratos Areas Ratos Areas PROLIFVA 125,0 85,0 0,075
1 0,3659 1 0,0100 MONONUC 85,0 125,0 0,131
2 0,1618 2 0,0012 POLIMORF 94,5 115,5 0,255
3 0,0480 3 0,0530 PROLIFIB 100,0 110,0 0,705
4 0,4551 4 0,1315 COLAGEN 110,0 100,0 0,661
5 0,0204 5 0,0797 REEPITEL 105,0 105,0 1,000
6 0,9191 6 0,2034
7 0,1272 7 0,3345
8 0,1969 8 0,1164
9 1,3173 9 0,0386
10 0,6618 10 0,0185
Média 0,42735 0,09868

TABELA 3 — Areas das lesdes (cm?) - Ga E Ge 21 dias de
pos-operatorio

Ga - 21 Dias Gc - 21 Dias
Ratos Areas Ratos Areas
1 0 1 0
2 0,0064 2 0
3 0 3 0
4 0,0180 4 0
5 0,0180 5 0
6 0 6 0
7 0 7 0
8 0,0010 8 0
9 0 9 0
10 0 10 0
Média 0,00372 0

O teste ¢ de Student demonstrou areas maiores no Ga,
com diferencga estatistica significante somente no 14° dia.

Avalia¢do microscopica

A Tabela 4 demonstra comparagao histologica entre Ge e
Ga aos sete dias de estudo, ndo apresentando diferenca com
significancia estatistica em nenhum item analisado.

Apesar de ndo ter ocorrido diferenca estatistica significa-
tiva, aos sete dias de estudo houve proliferagio vascular mais
intensa no Gc e o Ga apresentou maior nimero de células
mononucleares, conforme visibilizado na Figura 3.

Os resultados histologicos comparados, entre Ga e Ge
aos 14 dias de estudo, estdo demonstrados na Tabela 5, na
qual observa-se diferenca significante somente em relagédo
a células mononucleares (p=0,023), com maior incidéncia
no Ga.

Mesmo sem resultado significante, na Figura 4, pode
ser verificado, aos 14 dias de pds-operatorio, proliferagdo
fibroblastica com formagao recente de coldgeno mais in-
tensa no Ga.

Os resultados histologicos comparados intergrupos aos
21 dias de pds-operatorio estdo demonstrados na Tabela 6,
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FIGURA 3 - Fotomicrografia de tecido de reparagdo da
pele de ratos - sete dias de pos-operatdrio.
Legenda: A=Rato 7 Ga B=Rato 3 Gc¢
— Coloragao HE, 10 X. Nota: Proliferacao
Vascular (PV) mais intensa em Gc (B).
Células Mononucleares (CM) em maior
numero em Ga (A).

TABELA 5 — Comparagao histologica intergrupos Ge — Ga
aos 14 dias de pos-operatdrio

Ge 14 Ga 14 p
PROLIFVA 111,5 98,5 0,557
MONONUC 75,0 135,0 0,023*
POLIMORF 98,0 112,0 0,574
PROLIFIB 115,0 95,0 0,450
COLAGEN 95,0 115,0 0,450
REEPITEL 115,0 95,0 0,450

FIGURA 4 - Fotomicrografia de tecido de reparacao da
pele de ratos - 14 dias de pods-operatorio.

Legenda: A=Rato 9Ga B=Rato 7Gc -
Coloragao por tricromio de Masson, 40x.
Nota: Proliferacao fibrobastica (PF) com
formacdo recente de coldgeno (C) mais
intensa no Ga
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ndo havendo diferencga estatistica significante.

TABELA 6 — Comparagao histologica intergrupos Gec — Ga
aos 21 dias de pds-operatorio

Ge 21 Ga 21 p
PROLIFVA 110,0 100,0 0,317
MONONUC 80,0 130,0 0,059
POLIMORF 95,0 115,0 0,146
PROLIFIB 115,0 95,0 0,276
COLAGEN 88,5 121,5 0,154
REEPITEL 115,0 95,0 0,146
Discussao

A OMS estima que 80% da populagdo de paises em de-
senvolvimento ¢ tratada com técnicas da medicina popular
e desse total, 85% usam produtos de origem vegetal®.

A Aroeira-da-praia € planta bastante utilizada como
medicamento popular, administrada por via oral ou topica,
para cura de varias doengas, com efeitos diversos, incluindo
acOes antimicrobianas, antiinflamatdrias e cicatrizantes.
Concordando-se com Oliveira'?, representa opgao de baixo
custo, facil acesso e manipulagao, entretanto, na maioria das
vezes, € usada sem conhecimento cientifico.

A avaliacdo macroscopica das lesdes visou observar,
principalmente, hemorragias, presenga de crostas e pre-
sencga de secregdes. Durante o estudo, ndo ocorreu nenhum
episodio de hemorragia, apenas sangramentos inerentes
aos procedimentos cirurgicos, controlados somente por
compressao com gazes, a semelhanga do referido por varios
autoresS],‘),lO,l&ZO.

As crostas estavam presentes em maior extensao nas
feridas do 7° dia de avaliacdo, em ambos os grupos. O
mesmo foi observado por Bevilacqua® e Simdes', segundo
os quais a solugdo de continuidade causada pela remogao do
fragmento de pele ¢ inicialmente preenchida por coagulo,
fibrina e exsudato inflamatorio, que originam crosta fibrino-
leucocitaria. A presenca de exsudato inflamatério justifica
também a ocorréncia de secregdes observadas aos sete dias
de estudo, em dois animais do subgrupo Ga e em um animal
do subgrupo Ge.

De acordo com Gabbiani®, o processo de cicatriza¢do
das feridas abertas ¢ diferen te das fechadas, apesar das
reagdes apods as lesoes serem idénticas para os dois tipos,
ocorrendo exsuda¢do inflamatoria, neoformagao vascular,
proliferacdo celular, migragao celular e epitelizagao a partir
das bordas.

Neste estudo, as lesdes de pele dos animais do Gc
apresentaram contragdo e reepitelizagdo macroscopicas
mais precoces que as dos animais do Ga, pois, no 14° dia
de avaliagdo, cinco ratos do Gc ja estavam com as feridas
completamente reepitelizadas, enquanto no Ga este processo
s6 ocorreu na ferida de um rato. No 21° dia de analise, todas
feridas dos animais do Gc estavam completamente reepitel-
izadas, enquanto que, no Ga, quatro ndo apresentaram reep-
itelizagdo completa. Resultados semelhantes foram obtidos
em estudos de uso topico com outros fitoterapicos, como

copaiba’® e arnica'®; ao contrario da utilizagdo de papaina'
e rosa mosqueta’ que favoreceram a reepitelizagio.

Conforme demonstrado nos resultados deste estudo,
ocorreu efeito estatisticamente significante em favor do
grupo Ga que apresentou areas de regeneragao maiores que
as do Gg, ao contrario do relatado por VIANA'S, estudando
outra anacardiacea.

Embora em dimensdes diferentes, os resultados demon-
stram que houve diminuigdo progressiva nas areas médias
das feridas de todos os animais em todos os dias de avalia-
¢do. A explicagdo para este fato pode ser o que SANCHEZ
NETO" diz serem as feridas abertas submetidas a um pro-
cesso de contrag@o na tentativa de reparacao da lesdo.

Realizou-se ainda o teste ¢ de Student, com a finalidade
de verificar a diferenga de médias entre os grupos em cada
dia analisado. Constatou-se que, no 14° dia de pos-oper-
atorio, houve diferenga estatistica significativa (p= 0,036),
com média de areas no Ga maior que média de areas no
Gc, demonstrando que, neste periodo de avaliagdo, o
extrato hidroalcodlico de Aroeira retardou o processo de
reparagdo tecidual, a semelhanca de estudos com outros
fitoterapicos™!°.

A utilizagéo do programa de computador AutoCad 14®
para calcular areas dos ferimentos em fotografias digitais
mostrou-se eficaz com capacidade de analisar superficies
irregulares, sendo de facil execugdo e passivel de revisdo.

Em relagdo a proliferagdo vascular, observou-se com-
portamento semelhante em ambos os grupos durante os trés
dias de estudo, com valores maiores no 7° dia, ¢ diminui¢do
progressiva no 14° e 21° dia5,10. Avaliagdes semelhantes
foram citadas por outros autores>'’ que observaram, dentro
da massa de tecido de granulag@o, vasos sanguineos disp-
ostos perpendicularmente ao epitélio e que, com o evoluir
do processo de reparagao, iam se dispondo paralelamente e
diminuiam de quantidade. Na comparagao intergrupos foram
verificadas diferencgas significativas entre Ga e Ge aos 14
dias de pés-operatorio, com valor maior no Ga, traduzindo,
portanto, um processo inflamatorio mais intenso neste grupo
no dia referido.

Em relacdo as células polimorfonucleares a analise
intragrupos demonstrou, tanto para o Ga como para o Ge,
que os valores sofreram decréscimo significante, sendo pro-
gressivamente menores nos dias 14 e 21 em comparagao ao
7° dia. A comparag¢ao intergrupos ndo apresentou diferenca
significante. Estes achados estdo de acordo com Sanchez
Neto et al.", segundo os quais os polimorfonucleares apre-
sentam alta concentragdo no inicio do processo inflamatorio,
e depois diminuem gradativamente.

No 14° ¢ 21° dias de avaliagdes, o Gc apresentou maior
numero de animais com reepitelizacao histolégica completa
das feridas; contudo, a analise estatistica intergrupo para
reepitelizagdo ndo mostrou diferenga significativa entre
Ga e Gce nos dias estudados. Evolugdes semelhantes foram
relatadas por Modolin'', segundo o qual a reepitelizagdo se
inicia em torno de 10 a 15 horas apds o trauma a partir das
margens da ferida, através de células epiteliais, com movi-
mentos amebdides sobre o tecido adjacente, com finalidade
de recobri-la.
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Conclusao

O extrato hidroalcoolico de Aroeira retardou a reepitel-
izacdo das feridas da pele dos ratos.
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