UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

LEANDRO CAVALCANTE LIPINSKI

COMPARACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE NA PELE BOVINA ENTRE
FITOTERAPICOS DE USO TOPICO

CURITIBA
2008



LEANDRO CAVALCANTE LIPINSKI

COMPARACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE NA PELE BOVINA ENTRE
FITOTERAPICOS DE USO TOPICO

Dissertacdo apresentada com requisito parcial para
obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias
Veterinarias, Curso de Pds-graduacdo em Ciéncias
Veterinarias, Setor de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal do Paran4.

Orientador: Prof. Dr. Ridiger Daniel Ollhoff

Co-orientador: Prof. Dr. Anténio Felipe P. Figueiredo
Wouk

CURITIBA
2008






AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Dr. Rudiger Daniel Ollhoff, pela dedicacdo, apoio e
confianga depositada.

Ao Dr. Daniel Perotto e Dr. Nilceu Lemos, pesquisadores do IAPAR, pelo
apoio na confecgéo deste trabalho.

Aos funcionarios de campo do IAPAR que ndo mediram esfor¢cos para
colaborar com as atividades do experimento.

A minha filha Leticia que a cada sorriso me encheu de energia, trazendo-me
forca.

A minha esposa Patricia pela compreensdo e dedicagdo que foram

importantes para 0 sucesso pessoal e profissional.



RESUMO

O presente trabalho, dividido em dois capitulos, objetivou comparar o efeito da casca
de Schinus therebentifolius (Aroeira), da serragem de Tabebuia avellanedae (Ipé
roxo) e de folhas e ramos de Caesaria sylvestris (Guagatonga) na cicatrizagao por
segunda intencdo em bovinos, buscando alternativas terapéuticas aplicaveis a
producdes organicas e fazer uso de flora regional disponivel e pouco explorada
como agente terapéutico de feridas de bovinos (capitulo ). Avaliagdes in vitro foram
feitas com extratos obtidos com diferentes solventes das mesmas plantas sobre
microorganismos infectantes de feridas (capitulo II). Foram utilizados onze bovinos,
fémeas, da raca Purund, com objetivo de estudar os aspectos macroscopicos e
microscopicos da cicatriza¢@o de pele por segunda intencdo, em feridas provocadas
cirurgicamente e tratadas topicamente por fitoterapicos tendo a solugéo salina como
controle das demais. As lesdes, em ambos os lados da coluna vertebral, foram
avaliadas macroscopica e microscopicamente e as circunferéncias medidas para
avaliacdo da retracdo. Os resultados foram analisados através de uma andlise de
variancia. O efeito antimicrobiano dos extratos vegetais foi avaliado utilizando-se a
técnica de difusdo em disco de papel usando como meio 4gar Muller-Hinton. Apos
24 horas de crescimento mediram-se os halos inibitorios. Considerou-se efeito
inibitério os halos maiores que 10 mm. Os controles foram feitos com o solvente de
cada extracdo. Nas atividades com cicatrizacdo as observa¢des macroscopicas e a
retracdo centripeda da circunferéncia lesional nos primeiros 17 dias e a analise
histolégica no dia 16 permitiram concluir que a Tabebuia avellanedae revelou efeito
benéfico no processo de cicatrizagdo, seguido da Schinus therebentifolius, da
Casearia sylvestris e do grupo controle. Nas avaliagBes microbioldgicas obteve-se
efeito inibitério sobre S. aureus sendo que a Tabebuia avellanedae apresentou bom
efeito sobre o S. aureus em diferentes extragdes seguida da Schinus therebentifolius
e da Casearia sylvestris.

Palavras-chave: Cicatrizacdo, bovinos e fitoterapicos.



ABSTRACT

The present study, divided in two chapters, aimed to compare the effect of three
decoction preparations using the bark of Schinus therebentifolius, the sawdust of
Tabebuia avellanedae and leaves and branches of Caesaria sylvestris, all native
Brazilian trees, on the wound healing process of the bovine skin by second intention
(chapter 1). The in vitro antimicrobial activity of these extracts obtained from same
samples using different solvents was analyzed using the growth inhibitory effect over
three bacterial strains pathogenic for domestic animals: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC
27253 (chapter Il). The skin of 11 Puruné heifers was surgically removed with a 2cm
@ punch on 4 locations on both sides of the lumbar region, on a parallel line 8 cm
from the vertebral column and treated topically on a daily basis for 17 days with the
decoctus of the three plants. One lesion on each side remained as control and was
rinsed with saline solution. One row was randomly chosen to be used for the
histopathological excisions. The lesion was macroscopically evaluated at 5 times and
the microscopic aspect (inflammatory response, young and mature granulation
tissue) was evaluated twice (day 6 and 16). The centripetal cicatrization was
measured drawing the border line of the lesion on a transparent sheet and
calculating the area beneath. To evaluate the microbiological effect the method of
diffusion on paper discs on Miiller Hinton agar was used. A halo of more than 10mm
was considered an inhibitory effect. The controls were the solvents of the extractions.
The cicatrization area did not differ at any time from the control, but Tabebuia
avellanedae treated lesions showed a statistically measured tendency of faster
improvement. The histopathological examination revealed a positive effect of
Tabebuia avellanedae and Schinus therebenthifolius over fibroplasia. The extract
from Tabebuia avellanedae and Schinus therebentifolius improved cicatrization
whereas Caesaria sylvestris showed a beneficial effect only at the beginning of the
healing process. Phytoterapics could be used to promote the healing process as an
alternative to disinfectants i.e. in organic farming systems. The extracts did not inhibit
the growth of E. coli and P. aeruginosa. The extracts obtained from T. avellanedae
presented good effect over S. aureus in vitro, followed by those from S.
therebentifolius and C. sylvestris.

Key-words: Wound healing, bovines and phytotherapy



ZUSAMMENFASSUNG

Die Wirksamkeit von drei verschiedenen brasilianischen Heilpflanzenextrakten auf
den Heilungsprozess von Hautwunden bei Rindern wurde klinisch, histologisch und
mikrobiologisch untersucht. Die Rinde von Schinus therebentifolius (Aroeira),
Sagespane von Tabebuia avellanedae (Ipé roxo) und Blatter und Zweige von
Caesaria sylvestris (Guagatonga) wurden als Sud aufbereitet um die therapeutische
Anwendbarkeit im Hinblick auf eine 0Okologische Rinderproduktion und eine
Arzneimittelalternative fir Kleinbauern zu testen, unter Einbindung der einheimischen
Flora (Kapitel 1). In vitro - Untersuchungen mit Extrakten derselben Pflanzen unter
Nutzung verschiedener Losungsmittel und deren Wirksamkeit auf verschiedene
Bakterienstamme die das Wundbett verunreinigen wurden durchgefihrt (Kapitel I1).
An elf weiblichen Jungrindern der Purund — Rasse wurden jeweil acht kreisrunde,
chirurgische Hauwunden, paralel zur lombo-sakralen Wirbelsaule, gestanzt um die
sekundare Wundheilung, seine makroskopischen und mikroskopischen Aspekte
unter zur Hilfenahme von drei topischen angewandten Phytotherapeutika und einer
topisch angewandten physiologischen Kochsalzlosung als Kontrolle. Die
Wundrandretraktion wurde gemessen sowie auch der Kklinische Aspekt zu flnf
verschiedenen Zeitpunkten, wahrend einer Gesamtuntersuchungszeit von 17 Tagen,
beschrieben. Die Ergebnisse wurden durch Varianzanalyse uberpruft. Der
antibakterielle Effekt konnte mit Hilfe von impréagniertem Filterpapier (Blattchentest)
auf Muller-Hinton Agar untersucht werden. Nach 24 Stunden Inkubation wurde der
Hemmhof gemessen. Hemmhofe grosser als 10 mm wurde als relevant angesehen.
Als Kontrolle diente das jeweilige Ldsungsmittel der Pflanzenextrakte. Die
makroskopisch-klinischen  Untersuchungen der Wunden sowie auch die
mikroskopisch-histologische Untersuchung der Gewebe gewonnen am 16. Tag
liessen den folgenden Schluss zu: Tabebuia avellanedae forderte den sekundéren
Wundheilungsprozess, gefolgt von Schinus therebentifolius, mit ebenfalls positiven
Einfluss auf die Proliferationsphase und Casearia sylvestris, welche sich nur am
Anfang des Heilungsverlaufes von der Kontrollgruppe unterschied.

Tabebuia avellanedae zeigte eine gute in-vitro Hemmwirkung auf S. aureus, gefolgt
von Schinus therebentifolius und Casearia sylvestris. Keine der Pflanzenextrakte
zeigten Wirkung auf E. coli und Pseudomonas aeruginosa.

Phytoterapeutika, gewonnen aus der brasilianischen Flora, kdnnen eine
Arzneimittelalternative fir Kleinbauern oder die 0©kologische Rinderproduktion
darstellen.



FIGURA 1 -

LISTA DE FIGURA

CURVA DE REGRESSAO DO PROCESSO CICATRICIAL
DE FERIDAS DE PELE BOVINAS REFERENTE A MEDIA
DAS AREAS DOS TRATAMENTOS.......ccooeieeeeeeeteee e,



TABELA 1 -

TABELA 2 -

TABELA 3 -

TABELA 4 -

TABELAS -

TABELA 6 -

LISTA DE TABELAS

MEDIAS DAS AVALIACOES MACROSCOPICAS DE
FERIDAS DE PELE BOVINAS E DESVIO PADRAO DOS
TRATAMENTOS NOS DIAS 2, 4, 6, 12 E 17. PONTA
GROSSA, PR, 2007......ccuiiieeeeeeeeeeeeee e

MEDIAS DAS AREAS (cm?) DE FERIDAS DE PELE
BOVINAS E DESVIO PADRAO DOS TRATAMENTOS NOS
DIAS 0, 5, 13 E 17. PONTA GROSSA, PR, 2007...................

MEDIAS DA AVALIACAO HISTOLOGICA DE FERIDAS DE
PELE BOVINAS E DESVIO PADRAO DOS TRATAMENTOS
NOS DIAS 6 E 16 POS-LESIONAL. PONTA GROSSA, PR,

RESULTADOS DOS FITOTERAPICOS EM DIFERENTES
EXTRACOES E CONCENTRACOES PARA
STAPHYLOCOCCUS AUREUS (PONTA GROSSA, 2007)....

RESULTADOS DOS FITOTERAPICOS EM DIFERENTES
EXTRACOES E CONCENTRAGCOES PARA ESCHERICHIA
COLI (PONTA GROSSA, 2007).....oeeveeeereeerreersreerrsseeeeseneens

RESULTADOS DOS FITOTERAPICOS EM DIFERENTES
EXTRACOES E CONCENTRACOES PARA
PSEUDOMONAS AERUGINOSA (PONTA GROSSA, 2007).

25

25

27

40

40

41



11

1.2

1.3

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

SUMARIO

[N 2{0] 5 10107:X 0 TSR 10
BENEFICIOS SOBRE A CICATRIZACAO: UM OBJETIVO UNICO
ALCANCADO DE VARIAS FORMAS. ... ..o, 10
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS VEGETAIS: UMA
OPCAO PARA A TERAPEUTICA. ..ottt 12
REFERENCIAS. ...ttt e e e 14

COMPARACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE NA PELE BOVINA

ENTRE FITOTERAPICOS DE USO TOPICO.....coeeeeeeee oo 16
RESUMO . ...ttt et e e e e e et e e eee e e e 16
A B ST R A C T - ettt et 16
[N 21051007\ TSR 17
MATERIAIS E METODOS. ... oottt e e eee s 19
RESULTADOS E DISCUSSAO. ...ttt 22
CONGCLUSAO . ..ottt 28
REFERENCIAS. ...ttt et e e e e 28

COMPARACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE

FITOTERAPICOS EM DIFERENTES EXTRAGCOES........c.cccooviiieeeeee, 35
=y U] Y[ TR 35
A B ST RA C T .ottt e e et e e e et e e e et e e e e e eaeaaaaaas 35
INTRODUGAO.........ooiiiiieices e 36
MATERIAIS E METODOS . ...coe et eeeee e e e e aeeaeeeeeeeaeaeine e e 38
RESULTADOS E DISCUSSAD.........ooririieiniieinis s 39
CONCLUSAOD. ..o ettt e et e et et e e e e e e e e 41
REFERENCIAS. ..ot e et ee e e e et e e e e e e e e e eeaeeeaaieeaas 41
APENDICES. ..ottt et et e e e et e e et e e e e e e e aie e e e e e e e 44
RELACAO DOS APENDICES - FOTOGRAFIAS DO

EXPERIMENTO . .coe e et e e e e e e e e et e ee e e e e e e e e e eeens 45
F N ] =5 (o SR SRSRR 62



10

1 INTRODUCAO

A busca por produtos que agilizem o processo de cicatriza¢éo é freqiente na
medicina humana, j& na medicina veterinaria € observado, sobretudo em cées e
equinos. Em bovinos as lesbes de pele sdo um frequente problema, em decorréncia
de intervengfes cruentas como castracdo e mochacdo, mas também provenientes
de disputas hierarquicas no rebanho.

O desenvolvimento deste trabalho justifica-se pelo novo nicho de mercado
que se forma no setor agropecuario, o de produtos ecologicamente corretos,
ambientalmente sustentéveis e com baixo potencial nocivo & sautde humana como
as criagbes denominadas de “boi verde” e carne organica, além de acrescentar
conhecimento ao uso da biodiversidade vegetal Brasileira aplicada & medicina
veterinaria de ruminantes e ao estudo da cicatrizacdo em bovinos com caréncia
neste tipo de informacdes. O trabalho possui o mérito também de contribuir para
com o desenvolvimento de tecnologias adaptadas aos pequenos pecuaristas,
carentes de informag&o e meios financeiros para usufruir dos produtos comerciais de
Gltima geragéo.

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito de extratos obtidos de arvores
nativas sobre a cicatrizagcdo de pele em bovinos, avaliando caracteristicas
macroscopicas e microscopicas, sendo estes dados contidos no capitulo I. Avaliou-
se também o efeito antimicrobiano destes extratos sobre microorganismos

infectantes de feridas, resultados estes apresentados e discutidos no capitulo Il.

1.1 BENEFICIOS SOBRE A CICATRIZACAO: UM OBJETIVO UNICO ALCANCADO
DE VARIAS FORMAS

A cicatrizagdo é um processo complexo que envolve a migracdo de células
inflamatorias, a sintese de tecido de granulacdo, a deposi¢cdo de colageno e de
proteoglicanos e a maturacdo que estd associada com uma remodelacdo extensa
(BIONDO SIMOES et al., 2000).

Desde os primérdios, o homem tenta interferir nesse processo, procurando
diminuir o seu periodo e buscando melhores resultados, tanto estéticos quanto
funcionais (BRANCO NETO et al., 2006).
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Muitos trabalhos buscam a validacdo cientifica do conhecimento popular
sobre plantas, as quais é atribuida atividade cicatrizante, tendo em vista que o uso
de extratos de plantas é ainda uma pratica comum nos paises em desenvolvimento
e vem sendo retomada nos paises desenvolvidos, onde a medicina alopatica é ainda
a mais utilizada (LUCENA et al., 2006).

Os extratos de plantas tém sido utilizados na cicatrizacdo para varios tipos de
tecido, porém é dado a pele maior importancia, certamente pela maior propor¢céo de
lesbes em relacdo aos demais tecidos e por este ser o tecido de eleicdo para o
estudo da cicatrizacdo (VIEIRA et al., 2001; DORNELES et al., 2003; GOES et al.,
2005; BRANCO NETO et al., 2006; SANTOS et al., 2006, SOUZA et al., 2006).

Dentre as pesquisas nacionais com plantas na cicatrizagdo temos algumas
espécies que merecem destaque como a Aloe vera Linné, a Schinus
terebenthifolius, a Persea cordata, Stryphnodendrom barbattiman, a Calendula
officinallis e a Triticum vulgare, pelo numero de pesquisas utilizando fitofarmacos
baseado nestas espécies (VIEIRA et al., 2001; DORNELES et al., 2003; MARTINS
et al., 2003; BRANCO NETO et al., 2006; SOUZA et al., 2006).

O uso de extratos de plantas nas lesdes pode trazer beneficios simplesmente
por ndo ocorrer & aderéncia de bandagens, por manter a ferida descontaminada
quando o extrato possui efeitos antimicrobianos ou por alteracdes de pH na ferida
nao favorecendo o crescimento de microorganismos, pode atuar sobre a superficie e
criar um micro-ambiente favoravel a fibroplasia, através de atividade antiinflamatoria
pode interferir nas fases inflamatéria e de fibroplasia ou pode estimular a
proliferacdo, migracdo e motilidade de fibroblastos ou de outras células de
importancia na cicatrizac@o através de fitoestimulinas (RAHAL et al., 2001; SOUZA
et al., 2006).

Entretanto sdo publicadas iniUmeras pesquisas sobre cicatrizacdo de pele com
0s mais variados produtos no tratamento, isto é reflexo da importéncia dada para as
lesBes. Além das pesquisas com extratos de plantas séo feitas pesquisas com
outras terapias consideradas alternativas a alopatia, terapias celulares e quimicas.

Nas terapias alternativas o acucar e o mel sdo bastante utilizados em feridas
contaminadas, relatos dessa utilizacdo constam em papiros egipcios de 1700 a.C.
atravées de combinagbes de mel e unguento aplicados diariamente na leséo
(KNUTSON et al.,1981 apud HADDAD et al., 2000).
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Algumas feridas podem apresentar tecido necrético e necessitar de
debridamento, mesmo nesses casos terapias alternativas sdo usadas, o uso de
larvas mostra-se eficiente no debridamento e posterior melhora na cicatrizagao por
segunda intengéo das lesdes (WOLLF & HANSSON, 2003).

As terapias celulares sdo baseadas na introducdo de células que
normalmente atuam na cicatrizacdo, como os macréfagos, sendo que o aumento do
ndmero de células no local da lesdo aumenta a quantidade de mediadores quimicos
por estas secretados e favorece a cicatrizagéo (ASAI et al., 2006).

Outras terapias séo feitas com o uso direto de mediadores quimicos que
estdo relacionados a infiltrag@o de neutrdfilos, infiltracdo de macréfagos, fibroplasia e
deposicdo da matriz extracelular, angiogénese, remodelagem da matriz extracelular
e reepitelizacdo (NOLI & MIOLO, 2001; BALBINO et al., 2005; ASAI et al., 2006).

Terapias com substancia que ao invés de estimular inibem podem ser usadas
quando a intencdo e diminuir a resposta cicatricial, como a Mitomicina C que inibe a
atividade de fibroblastos (CAMARGO et al., 2006).

Um elemento bastante utilizado na medicina veterinaria € o zinco na forma
topica e na dieta, melhorando o tempo de cicatrizacdo (MILLER, et al., 1966;
CANGUL et al., 2006)

Apesar da cicatrizagdo ser um fendmeno muito estudado, nem todas as
interac6es quimicas e celulares estdo completamente entendidas, como a funcéo
dos mastdécitos na fase proliferativa da cicatrizacdo (NOLI & MIOLO, 2001), esses
entendimentos sdo menores ainda quando trabalhamos com espécies pouco
utilizadas nos estudos da cicatrizagdo como os bovinos. Desta forma o presente
trabalho tem como objetivo acrescentar conhecimento ao estudo da cicatrizacdo de
pele em bovinos e validar o uso de fitofarmacos popularmente conhecidos como

cicatrizantes.

1.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS VEGETAIS: UMA OPCAO
PARA A TERAPEUTICA

A resisténcia a drogas de patdégenos humanos e animais € um dos casos
mais bem documentados de evolucdo biolégica e um sério problema tanto em

paises desenvolvidos como em desenvolvimento. O consumo de mais de uma
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tonelada diaria de antibidticos em alguns paises da Europa tem resultado na
resisténcia de popula¢des bacterianas, causando assim um sério problema de salde
publica (DUARTE, 2006).

A medicina veterinéria recebe parte do 6nus pelas resisténcias a antibiéticos,
além disso, enfrenta os desafios vindos pareados com a formagdo de um mercado
consumidor exigente por produtos livres de residuos, desta forma a utilizagdo de
produtos naturais pode ser uma opgao terapéutica.

Existem varios registros histéricos sobre a utilizagdo das plantas para o
tratamento de doencas desde 4000 a.C. O primeiro registro médico depositado no
museu da Pensilvania é datado de 2100 a.C. e inclui uma cole¢do de férmulas de
trinta diferentes drogas de origem animal, vegetal e mineral (HELFAND, 1990 apud
DUARTE, 2006). O manuscrito Egipcio denominado Ebers Papirus (1500 a.C.)
contém 811 prescricdes e 700 drogas e o primeiro texto Chinés sobre plantas
Medicinais (500 a.C.) relata nomes, doses e indicagdes de uso de plantas para o
tratamento de doencas (DUARTE, 2006).

As plantas ou seus componentes com atividade antimicrobiana podem ser
usadas isoladamente em atividades pecuérias em que o uso de antibidticos é
proibido, porém também podem ser utlizados potencializando o efeito de
antibioticos. Rosato et al. (2007), utilizando um Oleo essencial associado com
norfloxacina, observaram que as doses do antibiotico podem ser reduzidas quando
estes sao utilizados conjuntamente.

Certamente os estudos sobre o efeito antimicrobiano de extratos vegetais tém
atualmente grande importancia para medicina veterinéria, devido ao surgimento de
producdes pecuérias onde o uso de alopatia € banido ou restrito, e 0 uso destes
extratos ndo somente nestes casos e sim como adjuvantes em antibioticoterapias
em que o patdgeno apresenta resisténcia a tratamentos convencionais. Assim a
avaliacao de possivel sensibilidade de microorganismo conhecidamente infectante
de feridas com uso de extratos obtidos de arvores nativas acrescentara informacdes
técnicas relevantes a terapéutica veterinaria, abrindo-se espa¢o na pesquisa
cientifica voltada as espécies ruminantes e em especial ao bovino, carente de

estudos fitoterapicos.
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2. COMPARACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE NA PELE BOVINA ENTRE
FITOTERAPICOS DE USO TOPICO

(Comparison between the bovine skin wound healing activity of different
phytotherapics of topical use)

Aprovado em Comité de Etica. Parecer n. 69/06/CEUA-PUCPR

RESUMO

Foram utilizados onze bovinos, fémeas, da ragca Purun&, com objetivo de estudar os
aspectos macroscoépicos da cicatrizacdo de pele por segunda intencdo, em feridas
provocadas cirurgicamente e tratadas durante 17 dias topicamente com decoctos de
Schinus therebentifolius (Aroeira), Tabebuia avellanedae (Ipé roxo) e Casearia
sylvestris (Guagatonga) misturados a carboximetilcelulose, tendo a solu¢ao salina
como controle das demais. Foram feitas quatro lesbes de cada lado da regido
lombar para a avaliagdo macroscopica e a avaliagdo histoldgica. Observaram-se a
retrac@o centripeda e o aspecto clinico da les@o até a cicatrizagdo completa. Foram
realizadas bidpsias nos dias 6 e 16 para avaliar os eventos da cicatrizacao.
Concluiu-se que os decoctos de Tabebuia avellanedae e de Schinus therebentifolius
obtiveram efeito benéfico sobre a cicatrizacdo por segunda intengcéo, sendo que a
Casearia sylvestris ndo distinguiu-se do tratamento com solugéo salina.

Palavras chaves: cicatrizagéo, pele, bovinos, fitoterapia.

ABSTRACT

An experiment with 11 Purund cattle has been carried out in order to investigate the
effect of three phytoterapic topical treatments over the bovine skin healing process by
second intention in wounds surgically induced. Topical treatment with an hydrogel
phytoterapic of Schinus therebentifolius (Aroeira), Tabebuia avellanedae (Ipé roxo)
and Casearia sylvestris (Guagatonga) were compared to an treatment with the
hydrogel of physiological solution. Four lesions were cut in each side of de lumbar
area: on the right side for macroscopic observations and on the left side for
histopathologic analysis. The lesions were treated daily for seventeen days. Each
wound was macroscopically described and observed in regard to its centripetal
contraction until the complete healing. Tabebuia avellanedae and Schinus
therebentifolius promote second intention skin wound healing process in the bovine
species compared to Casearia sylvestris and the saline solution which did not offer
any benefit.

Key words: wound healing, bovine, skin, phytotherapy.
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2.1 INTRODUCAO

Os ferimentos de pele s&o frequentes na clinica de bovinos, decorrentes de
praticas de manejo com utilizacdo de intervengdes cruentas, instalacdes defeituosas
e disputas de hierarquia no rebanho. Apesar de usuais, sdo, no entanto,
negligenciados e responséveis pela instalagdo de miiases com um potencial prejuizo
econbmico estimado em até U$ 150 milhdes (GRISI et al., 2002) ou em até U$ 8
milhdes considerando-se somente os valores gastos anualmente na compra de
repelentes e cicatrizantes (MOYA BORJA, 2003). Apesar do impacto econdmico,
gue as consequéncias das feridas em bovinos trazem a cadeia produtiva, existe uma
total despreocupacgdo da pesquisa com relacdo a cicatrizacdo da pele bovina, ao
contrario do que ocorre na espécie equina e em animais de companhia
(TATARUNAS et al., 1998; MARTINS et al., 2003; DE NARDI, 2004; SOUZA et al.,
2006).

A cicatrizacdo de feridas € um fenémeno fisiol6gico, que inicia-se a partir da
perda da integridade da pele, gerando uma solugdo de continuidade que atinge os
planos subjacentes em diversos graus, e depende de uma série de reacdes
quimicas (KENT LLOYD, 1992).

O processo de reparagdo tem inicio logo apds a ocorréncia da agresséo
(THOMSON, 1983), e pode ser dividido em trés fases segundo CLARK (1993):
inflamacéo, formacéo do tecido de granulagdo com deposi¢céo da matriz extracelular
e remodelagéo.

Diferentes pesquisas buscam produtos que agilizem o processo de
cicatrizagdo (DAMYANLIEV et al., 1982; WEISS, 1984; HEGGERS, 1993; HEDGE et
al., 1994; KOO, 1994; WOUK et al., 1998; BIONDO-SIMOES et al., 2000; HADDAD
et al., 2000; FALCAO et al, 2002; MARTINS et al., 2003; RAHAL et al. 2003),
visando a hemostasia, uma atividade antimicrobiana, acdo estimulante sobre os
fibroblastos, uma maior epitelizacdo entre outros. Faz-se necessario, no entanto,
cautela na utilizagdo de substancias topicas para auxiliar na cicatrizagdo, pois na
medicina veterinaria diferentes substancias revelaram ac¢des que retardam a
cicatrizagdo (SWAIM & LEE, 1987). GOMES et al. (2001), em levantamento feito
sobre o uso popular de plantas medicinais no municipio de Morretes- Parana,
observaram que algumas das plantas utilizadas pela populagcdo apresentavam

caracteristicas toxicas e restricdes quanto ao uso.
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A busca por novos medicamentos baseados em plantas tem recentemente
sido objeto de estudos etnofarmacolégicos na medicina veterinaria em paises como
a Itlia (MANGANELLI et al., 2001), a Nigéria (ADEWUNMI et al., 2001) e o Iran
(OLOUMI & DERAKHSHANFAR, 2004). No mundo vérios grupos de pesquisa tém
buscado fitoterdpicos que contribuam ao processo cicatricial (NAGAPPA &
CHERIYAN, 2001; MADHURA & MENGI, 2003; TROMBETTA et al., 2006; LEDON
et al., 2007). No Brasil a busca por fitoterdpicos que facilitem a cicatrizagdo baseia-
se em estudos voltados para a espécie humana usando animais (VIEIRA et al.,
2001; LEITE et al., 2002; BURGER et al., 2003; DORNELES et al., 2003; PENNA et
al., 2003; GOES et al., 2005; GOMES et al., 2006), com exce¢cdes como na espécie
equina onde o estudo é voltado para prépria espécie (MARTINS et al., 2003; SOUZA
et al., 2006).

O Brasil apesar de possuir a flora arborea mais diversificada do mundo
(LORENZI, 1992) a medicina veterindria a tem abordado do ponto de vista
terapéutico somente de maneira timida. No presente estudo avaliou-se as espécies
arboreas nativas descritas a seguir.

A Casearia sylvestris (Guagatonga, Erva de lagarto), faz parte da familia das
Flacourtiaceae e estiq distribuida em quase todo o Brasil. InUmeras sdo as
atribuicdes farmacologicas na medicina humana e odontologia da Guacatonga,
como antidiarréica, antifebril, depurativa, anti-reumatica, cicatrizante, antiinflamatoria
e em mordeduras de cobras (POTT & POTT, 1994; RODRIGUES & CARVALHO,
2001; SASSIOTO et al., 2004; ARANTES et al., 2005).

A Schinus terebenthifolius (Aroeira-mansa) faz parte da familia das
Anacardiéceas, essa planta originaria da América do Sul, ocorre em todo o Brasil. O
conhecimento popular e pesquisas feitas com esta planta lhe atribuem atividades,
antidiarréica, adstringente, antiinflamatéria, cicatrizante, antimicrobiana e purgativa
(POTT & POTT, 1994; RODRIGUES & CARVALHO, 2001; DEGASPARI, 2004;
LIMA et al., 2004; DEGASPARI et al. 2005; BRANCO NETO et al., 2006; LUCENA
et al., 2006; SANTOS et al.,, 2006). Na espécie Schinus molle (Aroeira salsa),
semelhante a Aroeira mansa, foram relatadas atividades inibidoras da histamina,
serotonina e acetilcolina (BELLO et al., 1998).

A Tabebuia avellanedae (Ipé roxo), faz parte da familia das Bignoniaceae, €
originaria da América do Sul e encontra-se em todo o Brasil. Muitas propriedades

medicinais sdo atribuidas aos seus fitocompostos, dentre eles o lapachol, que séo:
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antiulcerogénica, antimicrobiana, antiinflamatoria, antimalarica, tripanossomicida,
antipsoriase, antiviral, antiesquistossomotica, antineoplasica e imunomoduladora
(FONSECA et al., 2003; SOUZA et al., 2005; CORREA et al., 2006; MOON et al.,
2007).

A pesquisa cientifica de produtos oriundos de espécies nativas, conhecidas
na medicina humana popular e sua aplicacdo na medicina veterinéria faz-se
necessaria quando objetivam-se produgdes pecudrias em sistemas organicos,
guando buscam-se solu¢ces que produzam menos residuos para o consumidor final,
quando visa-se o desenvolvimento de tecnologias de produgéo pecuaria sustentavel
além de valorizar-se a biodiversidade regional, abrindo-se caminho para atividades
econOmicas com preservagado de ambientes naturais.

Apesar da existéncia de producdes alternativas e da frequéncia das lesdes
cutdneas na clinica de bovinos, raros sdo os trabalhos com cicatrizacdo da pele
bovina fazendo uso de fitoterapicos (OLOUMI & DERAKHSHANFAR, 2004,
DERAKHSHANFAR & OLOUMI, 2004).

O presente trabalho objetivou comparar o efeito dos fitoterdpicos extraidos da
casca de Schinus therebentifolius (Aroeira), da serragem de Tabebuia avellanedae
(Ipé roxo) e das folhas e ramos de Casearia sylvestris (Guagatonga) na cicatrizagao
por segunda intengdo em bovinos, buscando alternativas terapéuticas aplicaveis a
produgdes organicas e utilizando-se da flora regional disponivel e pouco explorada

como agente terapéutico de feridas em bovinos.

2.2 MATERIAIS E METODOS

No desenvolvimento do trabalho realizado em 2007, foram utilizadas 11
fémeas bovinas, da raca Purund com peso entre 240 e 302 Kg, com média de idade
de 16 meses, mantidas em confinamento coberto, separadas em baias individuais,
da Estacdo Experimental Fazenda Modelo — Ponta Grossa - Parana, do Instituto
Agronémico do Parana - IAPAR. Os animais foram alimentados com silagem de
milho, 4gua e sal mineral ad libitum e dois kilogramas de racdo concentrada
contendo 18% de proteina bruta e 70% de nutrientes digestiveis total (NDT) por
animal por dia. Os animais foram estabulados 10 dias para adaptacdo antes do

inicio do experimento.
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Os defeitos de pele foram realizados cirurgicamente, sendo 0s animais
submetidos a jejum hidrico de 12 horas e alimentar de 24 horas. Em seguida foram
tranquilizados com cloridrato de xilazina 0,04mg/kg (i.v.), dose esta com efeitos
analgésicos. Apos a sedacéao infiltrou-se cloridrato de lidocaina nos locais da inciséo
e produziu-se 4 lesdes cutédneas de cada lado da regido lombar sem anti-sepsia
preservando-se a microbiota residente, com auxilio de um vazador de 2 cm de
diametro. As lesbGes distaram 10 cm da coluna vertebral guardando a mesma
distédncia (10 cm) entre elas. O inicio do tratamento ocorreu 12 horas apos a
producdo cirdrgica das leses e foi mantido diariamente, até a cicatrizagdo completa
das feridas. Os tratamentos foram inteiramente randomizados, evitando-se desta
maneira manter o mesmo tratamento no sentido cranio-caudal. Os fitoterapicos
(decocto da planta espessado com carboximetilcelulose) foram utilizados
diariamente diretamente sobre a les@o pingando-os com o auxilio de uma seringa. O
preparado foi feito uma Unica vez, mantendo-se os fitoterapicos acondicionados em
vidros de cor ambar sob refrigeragédo (4 -8 °C). Os animais tiveram suas caudas
amarradas no jarrete com auxilio de um barbante durante todo o experimento.

As plantas frescas (Aroeira e Guagatonga) utilizadas foram colhidas de um
total de seis individuos localizados no municipio de Fazenda Rio Grande, na
primavera e secadas em estufa de ventilacdo forgcada a 37° C por 96 horas. A
serragem do Ipé-roxo foi obtida de trés madeireiras diferentes da regido
metropolitana de Curitiba e também secada em estufa de ventilagéo forcada a 37° C
por 96 horas. As extracdes foram feitas utilizando um digestor de fibra com
condensador em sistema de decocgéo fechado da seguinte forma:

1. Solugdo de Schinus therebentifolius (Aroeira) extraida a quente em &gua
deionizada (100g de casca seca em 1000 ml 4gua - 30min. de fervura), mais 6g de
carboximetilcelulose e homogeneizadas em liquidificador;

2. Solucdo de Tabebuia avellanedae (Ipé roxo) extraida a quente em agua
deionizada (100g de serragem da madeira seca em 1000 ml agua - 30min. de
fervura), mais 6g de carboximetilcelulose e homogeneizadas em liquidificador;

3. Solugdo de Casearia sylvestris (Guacatonga) extraida a quente em agua
deionizada (100g de folhas e ramos em 1000 ml agua - 30min. de fervura), mais 69
de carboximetilcelulose e homogeneizadas em liquidificador;

4. Solucdo isotbnica de cloreto de sodio, mais 6g de carboximetilcelulose e

homogeneizadas em liquidificador sendo esta considerada controle das demais.
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As lesdes do lado direito da regido lombar de cada animal destinaram-se a
avaliagdo clinica macroscopica (hemorragia local, presenca de coagulos, crostas,
tecido de granulagéo, epitelizagdo, presenga de exsudato), sendo estas graduadas
em ruim (1), regular (2) e bom (3) sempre pelo mesmo avaliador.

A avaliagdo macroscopica foi realizada diariamente até o 17° dia pos
cirurgico.

A mensuracdo da area de cada ferida, foi realizada nos dias 2, 5, 9, 11, 13, 15
e 17, colocando-se um pléstico transparente sobre a ferida e demarcando com
caneta de retroprojetor a sua circunferéncia, para avaliacdo da retracdo. As médias
das areas foram obtidas através das férmula da area de um circulo (11 x R?) onde T
€ igual 3,14 e R € o raio, e pela férmula da area de uma elipse (11 AB) onde A é o
raio maior e B é o raio menor.

As lesbes do lado esquerdo de 10 animais escolhidos aleatoriamente, foram
biopsiadas no centro geométrico da lesdo com auxilio de um vazador de 7mm de
diametro, realizadas no 6° (5 animais) e 16° (5 animais) dias apés a producédo das
lesdes, sendo o conjunto deste material fixado em formol a 10% e encaminhado
para analise histopatolégica.

Os fragmentos foram analisados por um patologista que desconhecia a
metodologia do trabalho. Usou-se a coloracdo de Hematoxilina e Eosina de Harris.
Foram avaliados nos fragmentos obtidos no 6° dia a resposta inflamatéria quanto a
celularidade e ao edema e a presenca de tecido de granulagéo jovem. Para resposta
inflamatéria quanto a celularidade foram atribuidas notas para presenca (1),
intensamente infiltrado (2), severamente infiltrado (3) e para edema foram graduadas
em ausente (1), pouco (2) e abundante (3). Para tecido de granulagdo jovem o0s
fragmentos foram graduados pela quantidade em tragos (1), presenca (2) e
abundante (3). Das notas da avaliacdo para resposta inflamatéria e deposicao de
tecido de granulacé@o obteve-se a média para os tratamentos.

Os fragmentos obtidos no dia 16 foram avaliados pela deposicéo de tecido de
granulacdo, observando-se a presenca e quantidade de deposicdo de tecido de
granulacdo jovem ou maduro, entdo graduados em presente (1), pouco (2) e
abundante (3) e quanto a resposta inflamatéria recebendo graduacdo em pouca (1),
abundante (2) e severa (3). Como no dia 6 das notas da avaliagdo para resposta
inflamatoria e deposicdo de tecido de granulacdo obteve-se a meédia para os

tratamentos.
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A analise estatistica foi feita utilizando o procedimento GLM do programa
S.A.S (verséo 9.1) e foram consideradas as seguintes variaveis: médias de notas
ruim (1), regular (2) e bom (3)1nas avalia¢des clinicas macroscopicas; média das
areas (cm? das feridas nos dias cinco, treze e dezessete ap6s a indugéo cirrgica
das mesmas. Para avaliagcdo microscopica foram considerados as notas para 0s
tratamentos nos dias 6 e 16. Utilizou-se a analise de variancia para um delineamento
inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 11 repeticOes nas avaliagbes
macroscopicas e com 4 tratamentos e 5 repeticbes nas avaliagdes microscopicas
nos dias 6 e 16. As diferengas entre tratamentos foram avaliadas pelo teste t ao nivel
de significancia de 5% de probabilidade.

Parametros qualitativos, conforme explicitado anteriormente, obtidos das
andlises microscopicas foram usados para definicdo de uma melhor ou pior

gualidade da resposta cicatricial nas fases estudadas.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As feridas tratadas com Ipé nos trés primeiros dias apresentaram crostas
serosas lisas e delgadas, bordos menos edemaciados em relagdo aos outros
tratamentos, de acordo com as propriedades antiinflamatorias da planta (FONSECA
et al., 2003; SOUZA et al., 2005; CORREA et al., 2006) recebendo uma avaliacdo
macroscopica significantemente melhor (p<0.05) com relacéo ao controle no inicio e
final do tratamento, somente ndo se diferenciando do controle no dia 6 e 12 da
avaliagdo, no entanto, sempre mantendo-se em média com uma avaliagdo superior
em qualquer momento (TABELA 1), porém a avaliag&o histoldgica feita no sexto dia
ndo revelou diferenca significativa quanto a resposta inflamatéria e deposicdo de
tecido de granulacdo em relagdo aos outros tratamentos (TABELA 3). A melhor
avaliacdo macroscopica ndo foi acompanhada por alteracdes quantificaveis na
avaliagdo microscopica, sendo observadas feridas menos exsudativas,
possivelmente pelo efeito antimicrobiano de alguns dos fitocompostos encontrados
no Ipé que supostamente ndo permitiram a infecgdo (FONSECA et al., 2003).

As feridas tratadas com Guagatonga apresentaram crostas serosas e lisas,
porém com bordos levemente edemaciados e eritematosos, resultados estes que

indicam alguma acdo antiinflamatéria da planta (ARANTES et al.,, 2005). Este
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tratamento mostrou apenas eficiéncia nos primeiros dois dias (TABELA 1), néo
apresentando mais diferenca significativa na avaliagdo macroscépica com relagédo ao
controle e tendo uma tendéncia a ter lesbes com retragdo mais lenta em relagédo aos
demais tratamentos. Nas avaliagdes microscopicas a Guagatonga ndo apresentou
melhora ao processo cicatricial (TABELA 3). Sassioto et al. (2004), observaram que
o decocto da Guagatonga promoveu atraso cronoldgico no processo de reparacao
0ssea em ratos, explicando este fato pela agédo antiinflamatéria que reduziria a
populagdo de macréfagos, fibroblastos e fibras colagenas.

Crostas secas e irregulares foram observadas nas feridas tratadas com
Aroeira, efeito este atribuido a acdo adstringente dos taninos encontrados na planta
(DEGASPARI, 2004). Mesmo com aspectos macroscopicos diferentes as lestes
tratadas com Guagatonga e Aroeira ndo diferiram estatisticamente nos 3 primeiros
dias nas avaliagbes macroscopicas. A aroeira apresentou uma avaliacdo estatistica
significantemente melhor do que o grupo controle no inicio (dia 2) e final (dia 17) do
tratamento (TABELA 1) para as avaliagfes macroscoépicas.

A microscopia no 16° dia revelou que a Aroeira beneficiou 0 processo
cicatricial, observando-se presenca maior de tecido conjuntivo maduro em relagéo
aos demais tratamentos. Observou-se a formacdo de anexos na derme e relaciona-
se estes possivelmente com a baixa tensdo de oxigénio induzido pelos taninos, e o
acumulo de fibrina no centro da lesdo, que estimulam a multiplicacdo e migracéo
centripeda dos fibroblastos pela malha de fibrina, sugerindo que a Aroeira favoreceu
0 processo de fibroplasia. HOFFMAN et al. (2006), observaram que a Aroeira teve
efeito benéfico ao processo de cicatrizagdo de anastomoses de colon, LUCENA et
al. (2006), também encontraram efeito positivo do extrato hidroalcodlico da planta
sobre feridas cirdrgicas em bexiga de ratos e NUNES JR. et al. (2006), obtiveram
resultados positivos para aumento da carga méaxima de ruptura e deformacéo
maxima da linea alba de ratos na analise tensiométrica usando este fitoterapico.
SANTOS et al. (2006), concluiram que o uso do extrato hidroalcodlico de Aroeira ndo
alterou o processo de cicatrizagdo do estbmago quanto a avaliacdo macroscopica,
tensiométrica e microhistologica e BRANCO NETO et al. (2006), fazendo uso do
extrato hidroalcodlico em feridas da pele de ratos, observaram uma retardo na
reepitelizagao.

Nos dias 4, 6 e 12 ndo se observou diferenga significativa para avaliagdo

visual das feridas entre os tratamentos Aroeira e Guacatonga em relacdo ao
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controle, porém avaliou-se melhor o tratamento com Ipé no dia 4, relacionado
supostamente a uma acgdo antiflamatéria e antimicrobiana. Exsudacéo
fibrinopurulenta foi observada mais frequentemente nos animais do grupo controle e
Guacatonga, sugerindo infeccdo secundaria, infeccdo esta provavelmente
controlada pelo efeito antimicrobiano dos taninos e 6leos essenciais (LIMA et al.,
2004; DEGASPARI et al, 2005) presentes no grupo Aroeira e pelo efeito
antimicrobiano das naftoquinonas presentes no Ipé (FONSECA et al., 2003; SOUZA
et al., 2005; CORREA et al., 2006).

Nos demais dias da fase de repara¢éo néo se observou diferenca significativa
entre 0os grupos, sendo apenas observado no dia 17 pos cirdrgico uma diferenca
estatistica nas avaliacdes a favor dos grupos Ipé e Aroeira para as avaliacdes
macroscopicas, esta mesma diferenca foi dada na avaliagdo microscopica (dia 16)
onde as lesdes da Aroeira e Ipé tiveram uma melhor fibroplasia (TABELA 3). Essa
avaliacao favoravel correlaciona-se com um bom controle na fase inflamatéria e das
infeccdes secundéarias, que repercutiram num melhor desenvolvimento do processo
cicatricial. Essa melhor evolucdo das feridas tratadas com Ipé pode também estar
relacionada ao efeito imunomodulador dos seus fitocomplexos (CORREA et al.,
2006), que melhoraria a atividade funcional dos fagocitos estimulando o &nion
superéxido e melhorando a atividade funcional dos leucdécitos polimorfonucleares e
dos mononucleares, sendo estes essenciais ao processo cicatricial através da
producdo e liberacdo de mediadores quimicos que favorecem a fibroplasia
(BALBINO et al., 2005).
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TABELA 1 - MEDIAS DAS AVALIACOES MACROSCOPICAS DE FERIDAS DE
PELE BOVINAS E DESVIO PADRAO DOS TRATAMENTOS NOS DIAS 2,4, 6, 12 E

17. PONTA GROSSA, PR, 2007.

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (p>0,05)
¢ Diferenga em relag&o ao controle e aos outros tratamentos (p<0,05)
Diferenca apenas em relac&o ao controle (p<0,05)

Média das areas + Média das areas+  Média das areas + Média das areas +
Desvio padrdo DO  Desvio padrdo D5  Desvio padrdo D13 Desvio padrao D17

Aroeira 3,14°+ 0 (0)* 2,11*+0,63 (0,30) 2,05°+1,13(0,50) 0,77*+ 0,58 (0,23)
Guagcatonga 3,14°£0(0) 2,58°+0,85(0,30) 2,24°+1,75(0,50) 0,9%+ 0,78 (0,23)
Ipé 3,14°+0(0) 2,27°+0,41(0,30) 1,89°+0,81 (0,50) 0,62"+ 0,38 (0,23)
Controle 314%£0(0) 2,46°+0,83(0,30) 2,13°+0,83(0,50) 0,73%+ 0,36 (0,23)
Org.: O autor.

As médias das areas das feridas néo diferiram significativamente em relagdo
ao controle em nenhum dos dias medidos, porém evidencia-se uma tendéncia de
diminuic&o da &rea da ferida para o grupo Ipé (TABELA 2), tendéncia essa que pode

ser significativa em feridas mais amplas e em locais de cicatrizagdo mais dificil.

TABELA 2 - MI;DIAS DAS AREAS (cm?) DE FERIDAS DE PELE BOVINAS E
DESVIO PADRAO DOS TRATAMENTOS NOS DIAS 0, 5, 13 E 17. PONTA

GROSSA, PR, 2007.
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (p>0,05)
* entre parénteses o valor do erro padréo.

Média das Média das Média das Média das Média das
avaliacdes + avaliacdes + avaliacdes + avaliacbes +  avaliacdes +
Desvio padrdo Desvio padrdo  Desvio padrdo Desvio padrao Desvio padrao
D2 D4 D6 D12 D17
Aroeira 1,81°+0,87 2,27% + 0,64 2,36%+ 0,50 2,45+ 0,82 2,45°+ 0,82
Guacatonga  1,81°+ 0,60 2,18%+ 0,87 2,09*+ 0,70 2,54% + 0,82 2,18+ 0,87
Ipé 2,72°+ 0,46 2,45°+ 0,68 2,18%+0,87 2,63°+0,67 2,63°+0,67

Org.: O autor.
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Controle 1,18%+ 0,40 1,81%+ 0,87 1,81°+ 0,75 2,27°+0,64  1,72°+0,90

Na curva obtida pela média das areas das feridas (figura 1), evidencia-se uma
média menor das areas nos dias 2, 5 e 9 para o grupo Aroeira, sugerindo que essa
maior retracdo da area da ferida seja pelo efeito adstringente dos taninos (PANIZZA
et al., 1988). Ao final das avaliagbes o grupo Ipé apresenta um processo cicatricial
mais eficiente, sugerindo que esse desempenho tenha relagdo causal com os efeitos
antimicrobiano e antiinflamatério da planta (PEREIRA et al., 2006; MOON et al.,
2007).

FIGURA 1 - CURVA DE REGRESSAO DO PROCESSO CICATRICIAL DE FERIDAS
DE PELE BOVINAS REFERENTE A MEDIA DAS AREAS DOS TRATAMENTOS.

—Controle

Aroeira

O r N W b
\

DOD2D5D9D1D1D1ID17
Dia do tratamento

Area em cm?

Ve

Org.: O autor.

As avaliagdes microhistologicas (TABELA 3) revelaram um efeito benéfico
para os grupos Aroeira e Ipé apenas para deposigéo de tecido de granulagcéo no dia
16. Uma esperada melhora no controle da inflamacéo pelo grupo Ipé né&o foi

observada no tecido utilizando microscopia optica.
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Média das Média das Média das
histologias + histologias + histologias +
Desvio padrdo Desvio padrdo D6 Desvio padrdo D16 Média das histologias +

D6 resposta tecido de resposta Desvio padréo D16

inflamatoria granulacao inflamatoria tecido de granulacéo
Aroeira 1,8°+0,83(0,32)*2,2°+ 0,83 (0,32) 1,8°+1,09(0,44) 2,4°+0,54 (0,20)
Guacatonga 1,6°+0,54(0,32) 1,8%+0,83(0,32) 1,6°+0,89(0,44) 2,0°+0,0 (0,20)
Ipé 1,4°+0,54(0,32) 2,0°+0,70 (0,32) 1,6°+0,89(0,44) 2,2°+0,44 (0,20)

Controle 1,4°+0,89 (0,32) 2,2°+0,44 (0,32) 1,8°+1,09(0,44) 1,6°+0,54 (0,20)

TABELA 3 - MEDIAS DA A}/ALIACAO HISTOLOGICA DE FERIDAS DE PELE
BOVINAS E DESVIO PADRAO DOS TRATAMENTOS NOS DIAS 6 E 16 POS-

LESIONAL. PONTA GROSSA, PR, 2007.
Médias seguidas de letras iguais nao diferem significativamente (p>0,05)
Diferenca apenas em relacso ao controle (p<0,05)

* Entre parénteses o valor do erro padrao.

Org.: O autor.

Os resultados encontrados com os fitoterapicos obtidos do Ipé e da Aroeira
mostraram acao sobre o processo cicatricial, em feridas de pele de bovinos
interferindo no sentido de promover a fibroplasia e descontaminar a ferida. Em
bovinos, a acdo de fitoterapicos na cicatrizacdo da pele foi testada por (OLOUMI &
DERAKHSHANFAR, 2004), que utilizaram um extrato a base de Glycyrrhizia glabra
topicamente durante os 7 primeiros dias e que mostrou-se eficiente em feridas de
bezerras Holstein. Estes mesmos pesquisadores obtiveram resultados positivos
utilizando um d6leo de Elaeagnus angustifolia em feridas dermoepidérmicas de
bezerras Holstein, (DERAKHSHANFAR & OLOUMI, 2004). Estudos nacionais
brasileiros de ac&o de fitoterapicos para cicatrizagédo de pele de bovinos foram, até o
presente, desconhecidos.

Outros trabalhos relatam substancias que interferem na cicatrizagéo da pele
de bovinos. Miller et al. (1966), demonstraram que a suplementagdo com zinco em
novilhas Holstein interfere positivamente na regeneracédo da pele. Varshney et al.
(1997), demonstraram que a saliva tem efeito terapéutico sobre a cicatrizagdo da
pele de bezerros. Marques et al. (1991, 1996), utilizaram um curativo biolégico, que

7

€ uma rede de microfibrilas de celulose, no tratamento de feridas de papilas
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mamarias de vacas e observaram uma diminuicdo no periodo de recuperacao
quando comparado a tratamentos convencionais e a auséncia da troca de curativos.

A analise estatistica revelou variagdes significativas quanto ao aspecto
macroscopico das feridas no estudo comparativo dos fitoterapicos, porém a média
das é&reas das feridas néo diferiram significativamente. Apesar desses resultados, a
observacdo macroscopica diaria e a mensuracdo da éarea da ferida permitiram
concluir que a retragdo centripeda tendeu a ser favorecida nos 10 primeiros dias do
tratamento no grupo Aroeira e ao final do tratamento para o grupo Ipé. J& nas
avaliagbes microscopicas a estatistica revelou apenas um favorecimento quanto a

fibroplasia para os grupos Aroeira e Ipé no dia 16 pos cirargico.

2.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas condigdes experimentais do presente estudo

permitem concluir que:

- O fitoterdpico extraido de serragem de Tabebuia avellanedae melhora a
cicatrizagéo de lesdes cutaneas da pele bovina nos primeiros 5 dias.

- O fitoterapico extraido de Tabebuia avellanedae mostrou-se eficiente no
processo de reparagao.

- O fitoterapico extraido de Schinus therebentifolius apresenta efeito benéfico na
fase inflamatéria e na fase de reparacéo.

- A Casearia sylvestris mostrou efeito benéfico sobre o aspecto macroscopico da
lesé@o cutanea bovina nos primeiros dois dias somente.

- A Aroeira e o Ipé melhoraram a fibroplasia.

- O fitoterapico Ipé mostrou-se superior aos demais tratamentos na comparacao
entre os fitoterapicos, seguido da Aroeira.

- Os fitoterapicos Ipé e Aroeira podem ser utilizados no tratamento tépico de

feridas na espécie bovina.
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3. COMPARACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE FITOTERAPICOS EM
DIFERENTES EXTRACOES

(Comparation of activity antimicrobial of phytotherapics on differs extractions)

RESUMO

O presente trabalho objetivou analisar a atividade antimicrobiana dos extratos
obtidos da Casearia sylvestris (Guagatonga), Schinus therebentifolius (Aroeira) e
Tabebuia avellanedae (Ipé Roxo). Foram utilizados trés solventes para extragao
(dgua, éter e A&lcool 70%) com trés concentragBes diferentes: 10, 20 e 30%
massa/volume das plantas. Avaliou-se o efeito inibitorio destes extratos sobre o
crescimento das seguintes bactérias patogénicas para animais domeésticos:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27253. Utilizou-se o método de difusédo em disco de papel no meio
Muller Hinton. Os discos em papel poroso com 6 mm de diametro foram embebidos
com 10 microlitros de solugéo fitoterapica. Apds 24 horas de crescimento os halos
foram medidos. Considerou-se efeito inibitério os halos maiores que 10mm. Os
controles foram feitos com o solvente de cada extracdo. Obteve-se efeito inibitorio
sobre S. aureus com as seguintes extracdes: Tabebuia hidroalcodlica 10, 20 e 30%,
Tabebuia éter 10, 20 e 30%, Tabebuia decocto 20 e 30%, Schinus éter 30%,
Schinus hidroalcodlica 20 e 30% e Casearia éter 10, 20 e 30%. Para E. coli e
Pseudomonas aeruginosa nao foi observado efeito inibitério. A Tabebuia apresentou
bom efeito sobre o S. aureus em diferentes extragbes seguida da Schinus e
Casearia.

Palavras chaves: Fitoterapicos, atividade antimicrobiana, arvores nativas.

ABSTRACT

This research analyzed the antimicrobial activity of extracts obtained from Casearia
sylvestris (Guagatonga), Schinus therebentifolius (Aroeira) and Tabebuia
avellanedae (Ipé Roxo). Were used three solvents for extractions (water, ether and
hydro alcoholic) with three concentrations differs: 10, 20 e 30% mass/volume of
plants. Was avaluated the antimicrobial effects this extracts under the growth of
pathogenics bacterials for domestic animals: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27253. Was used
the method of diffusion on paper discs on Miiller Hinton agar. The discs of porous
paper was soaked with 10 micro liters of phytotherapic solution. After 24 hours of
growth the halos was measured. Considered inhibitory effect the halos biggers than
10mm. The controls was make with the solvents the extractions. Obtained inhibitory
effect under S. aureus with following extractions: Tabebuia hydro alcoholic 10, 20 e
30%, Tabebuia ether 10, 20 e 30%, Tabebuia decoct 20 e 30%, Schinus ether 30%,
Schinus hydro alcoholic 20 e 30% e Casearia ether 10, 20 e 30%. The extracts no
inhibited the growth the E. coli and P. aeruginosa. The Tabebuia presented better
efecct under S. aureus in differs extractions followed the Schinus and Casearia.
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3.1 INTRODUCAO

O uso de extratos de plantas e fitoquimicos para fins medicinais é uma prética
gue acompanha a evolugdo da humanidade. Desde a descoberta do primeiro
antibidtico a penicilina G pelo médico e bacteriologista Alexander Fleming em 1928
uma enorme gama de antibidticos foi descoberta e usada para fins terapéuticos.
Entretanto o desenvolvimento de resisténcia aos antibiticos pelas bactérias nos traz
0 interesse em retroceder aos conhecimentos sobre os tratamentos com plantas e
experimentalmente validar o conhecimento popular trazido junto a evolugéo.

As infecgdes sdo freqlente problema na clinica Veterinaria e a busca por
tratamentos alternativos é necessaria para o estabelecimento de protocolos
terapéuticos eficazes e que possam ser aplicados em produgdes orgéanicas. O Brasil
€ detentor da flora arborea mais diversificada do mundo (LORENZZI, 1992) e
segundo Duarte, (2006) as investigagbes sobre produtos naturais com atividade
antimicrobiana aumentaram significativamente nos ultimos anos, este crescimento é
devido a problemas causados com o uso indiscriminados de antibidticos e o
surgimento de resisténcia bacteriana.

A Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1998) estima que 65-80% da
populagdo dos paises em desenvolvimento dependam das plantas medicinais como
Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude.

Gracas a sua atividade metabdlica secundaria, 0os vegetais superiores sao
capazes de produzir substancias antibioticas, utilizadas como mecanismo de defesa
contra predagdo por microorganismos, insetos e herbivoros (GOTLIEB, 1981 apud
GOLCALVEZ, 2005).

De acordo com a definicdo proposta pela Organizagdo Mundial de Saude, os
medicamentos fitoterapicos sdo substancias ativas presentes na planta como um
todo, ou em parte dela, na forma de extrato total ou processado (WHO, 2005).

O interesse por produtos com atividade antimicrobiana é observado em varios
paises, sobretudo os em desenvolvimento, porém cresce também na Europa e
América do Norte (DUARTE, 2006). A busca por novos medicamentos baseados em

plantas que inibam microorganismos tem recentemente sido objeto de estudos
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etnofarmacolégicos em paises como a Argentina (STEGE et al.,, 2007), a Italia
(ROSATO et al., 2007), Porto Rico (MELENDEZ & CAPRILES, 2006), Turquia
(GULLUCE et al., 2006), Brasil (DEVIENNE et al., 2005), Polénia (KUZMA et al.,
2007) e Japao (FUKAI et al., 2005) onde este grupo obteve resultados positivos
quando utilizaram um isoprenoide isolado da Cudrania cochinchinensis contra
enterococos resistentes a vancomicina. KUZMA et al., (2007) constataram efeito
inibitério contra Staphylococcus aureus e S. epidermidis. usando um diterpenoide
isolado da Salvia sclarea. Fitoterapicos com inibicdo de crescimento podem ser em
algumas circunstancias utilizados em tratamentos de forma isolada ou juntamente
com antibiéticos, potencializando o efeito desses.

Segundo Golgalvez (2005), a grande maioria das plantas normalmente
empregados como fitoterapicos populares, ndo tiveram suas potencialidades
terapéuticas efetivamente comprovadas.

A Casearia sylvestris (Guagatonga, Erva de largato), € da familia das
Flacourtiaceae e estad distribuida em quase todo o Brasil. InUmeras sdo as
atribuicdes farmacoldgicas na medicina humana e odontologia da Guacatonga,
como antidiarréica, antifebril, depurativa, antireumatica, cicatrizante, antiinflamatéria
e em mordeduras de cobras (POTT & POTT, 1994; RODRIGUES & CARVALHO,
2001; SASSIOTO et al., 2004; ARANTES et al., 2005).

A Schinus terebenthifolius (Aroeira-mansa) faz parte da familia das
Anacardidceas, essa planta € originaria da América do Sul, e esté distribuida em
todo o Brasil. O conhecimento popular e pesquisas feitas com esta planta lhe
atribuem atividades, antidiarréica, adstringente, antiinflamatéria, cicatrizante,
antimicrobiana e purgativa (POTT & POTT, 1994; RODRIGUES & CARVALHO,
2001; DEGASPARI, 2004; LIMA et al., 2004; DEGASPARI et al., 2005).

A Tabebuia avellanedae (Ipé roxo), faz parte da familia das Bignoniaceae, é
origindria da América do Sul e encontra-se em todo o Brasil. Muitas propriedades
medicinais s&o atribuidas aos seus fitocompostos, dentre eles o lapachol, que séo:
antiulcerogénica, antimicrobiana, antiinflamatéria, antimalarica, cicatrizante,
tripanossomicida, antipsoriase, antiviral, antiesquistossomotica, antineoplasica e
imunomoduladora (FONSECA et al.,, 2003; SOUZA et al., 2005; CORREA et al.,
2006, LIPINSKI et al., 2007).

Neste trabalho tem-se como objetivo avaliar a agdo antimicrobiana da casca

da Schinus therebentifolius (Aroeira), da serragem da Tabebuia avellanedae (Ipé
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roxo) e das folhas e ramos da Caesaria sylvestris (Guagatonga), contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27253, bactérias estas sabidamente infectantes de feridas.

3.2 MATERIAIS E METODOS

Na producéo dos fitoterapicos foram utilizados trés solventes para extragdo
com trés concentracfes, 10, 20 e 30% massa/volume das plantas. Através da
fervura por 10 minutos da planta em 4gua deionizada, no dia da avaliacdo, obteve-
se o decocto. Obteve-se o macerado com éter etilico P.A. e solu¢do hidroalcodlica
(alcool 70%), apos 7 dias de imersdo das plantas no solvente. Os macerados e 0
decoctos obtidos de cada planta com cada solvente nas trés concentragdes foi em
seguida filtrado.

Foi utilizado serragem de Tabebuia avellanedae (Ipé Roxo), folhas e ramos da
Casearia sylvestris (Guacatonga) e casca da Schinus therebentifolius (Aroeira),
reduzidas em particulas de 1cm manualmente. As plantas frescas (Aroeira e
Guagcatonga) utilizadas foram colhidas de um total de seis individuos localizados no
municipio de Fazenda Rio Grande, na primavera (2006) e secadas em estufa de
ventilagéo forgada a 37°C por 96 horas. A serragem do Ipé-roxo foi obtida de trés
madeireiras diferentes da regido metropolitana de Curitiba e também secada em
estufa de ventilagdo forgada a 37° C por 96 horas.

Avaliou-se o efeito inibitorio destes extratos sobre o crescimento das
seguintes bactérias patogénicas para animais domésticos: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
27253. As cepas foram plagueadas em &gar sangue e ap0s 24 horas de crescimento
em estufa a 36°C as colbnias bacterianas foram diluidas em solugdo salina sendo a
concentracdo bacteriana  padronizada por absorbancia com auxilio de um
espectrofotdmetro. Com a densidade Optica de 0,45 de absorbancia utilizando filtro
de 450 nm obtém-se a concentracdo de 10° células por ml. Desta solugdo 100
microlitros (100 ul/placa igual a 10" células) foram semeados em placas de Petri
(150 x15 mm) com 4 mm de &gar Muller Hinton. Foram feitas trés repeticbes para
cada tratamento, obtendo-se média aritimética do diametro dos halos. Os discos em

papel poroso, estéreis com 6 mm de didmetro foram embebidos com 10 microlitros
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de solugéo fitoterapica. Apés 24 horas de crescimento os halos foram medidos.
Considerou-se efeito inibitério os halos maiores que 10 mm. Os controles foram

feitos com o solvente de cada extracao.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do ensaio estdo sumarizados em tabelas, onde na tabela 1
tem-se o0s resultados dos fitoterdpicos para S. aureus, na TABELA 2 para
Escherichia coli e na TABELA 3 para Pseudomonas aeruginosa.

A presenca de inibicdo foi observada para o S. aureus em diferentes
extragbes. Os extratos da Aroeira nas extracdes com éter e hidroalcodlica
mostraram efeito inibitério sobre S. aureus, ja o decocto ndo apresentou efeito,
corroborando com Degaspari et al., (2005), que observaram a presenca de atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da Aroeira sobre S. aureus, ndo ocorrendo
efeito do decocto sobre a mesma bactéria. Este resultado pode ser dado pelo efeito
antimicrobiano dos taninos e 6leos essenciais da Aroeira (LIMA et al.,, 2004;
DEDASPARI et al., 2005). Gongalvez et al., (2005) observou efeitos similares aos
desse trabalho com o extrato hidroalcodlico da Aroeira sobre S. aureus.

A Guacatonga apresentou efeito sobre S. aureus apenas na extracdo feita
com éter, este resultado esta, possivelmente, pela presenca de taninos, glicosideos,
flavénicos, saponinicos e esterbides na planta (LUZ et al, 1999). Os dados
corroboram com Gongalvez et al., (2005), que n&do observaram efeito do extrato
hidroalcodlico da Guagatonga sobre os mesmos microorganismos testados neste
trabalho.

O Ipé foi quem apresentou os melhores efeitos inibitdrios sobre S. aureus,
sendo observado efeito nas extracdes feitas com &gua, éter e hidroalcodlica, este
fato pode ser dado pelo efeito antimicrobiano das naftoquinonas entre outras
substancias presentes no Ipé (FONSECA et al., 2003; SOUZA et al., 2005; CORREA
et al., 2006).

Nestas condigbes experimentais ndo observamos efeito de nenhum dos

extratos de nenhuma das plantas sobre E. coli e P. aeruginosa.
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TABELA 4 - RESULTADOS DOS FITOTERAPICOS EM DIFERENTES
EXTRACOES E CONCENTRACOES PARA STAPHYLOCOCCUS AUREUS
(PONTA GROSSA, 2007).

Schinus controle 10% 20% 30%
therebentifolius
Hidroalcoélica 0 mm 0,9 mm 10 mm 10 mm
Eter 0 mm 0 mm 9 mm 10 mm
Decocto 0 mm 0 mm 8 mm 9 mm

Caesaria

sylvestris
Hidroalcoélica 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Eter 0 mm 10 mm 11 mm 11 mm
Decocto 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

Tabebuia

avellanedae

Hidroalcélica 0 mm 15 mm 15 mm 15 mm
Eter 0 mm 10 mm 12 mm 13 mm
Decocto 0 mm 0 mm 11 mm 12 mm
Org.: O autor
TABELA 5 - RESULTADOS DOS FITOTERAPICOS EM DIFERENTES

EXTRACOES E CONCENTRAGCOES PARA ESCHERICHIA COLI (PONTA
GROSSA, 2007).

Schinus controle 10% 20% 30%
therebentifolius
Hidroalcdlica 0 mm 0,8 mm 0,8mm 0,8 mm
Eter 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Decocto 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Caesaria
sylvestris
Hidroalcdlica 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Eter 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Decocto 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Tabebuia
avellanedae
Hidroalcélica 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Eter 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Decocto 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

Org.: O autor
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TABELA 6 - RESULTADOS DOS FITOTERAPICOS EM DIFERENTES
EXTRACOES E CONCENTRACOES PARA PSEUDOMONAS AERUGINOSA
(PONTA GROSSA, 2007).

Schinus controle 10% 20% 30%
therebentifolius
Hidroalcoélica 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Eter 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Decocto 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

Caesaria

sylvestris
Hidroalcoélica 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Eter 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Decocto 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

Tabebuia

avellanedae

Hidroalcoélica 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Eter 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Decocto 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Org.: O autor

3.4 CONCLUSAO

Obteve-se efeito inibitério sobre S. aureus com as seguintes extracdes:
Tabebuia hidroalcodlica 10, 20 e 30%, Tabebuia éter 10, 20 e 30%, Tabebuia
decocto 20 e 30%, Schinus éter 30%, Schinus hidroalcodlica 20 e 30% e Casearia
éter 10, 20 e 30%. Para E. coli e Pseudomonas aeruginosa néo foi observado efeito
inibitério em nenhuma da extracdes testadas. A Tabebuia apresentou bom efeito

sobre o S. aureus em diferentes extragdes seguida da Schinus e Casearia.
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2007 e et
ANIMAL N115 EM CONFINAMENTO INDIVIDUAL. PONTA
GROSSA, PR,
2007 e e

PREPARAQAO CIRURGICA. TRICOTOMIA EM BOVINO COM
AUXILIO DE UMA TOSQUIADEIRA ELETRICA. PONTA
GROSSA, PR,

PREPARACAO CIRURGICA - REGIAO LOMBAR DO BOVINO
COM AMPLA TRICOTOMIA. PONTA GROSSA, PR,

PREPARACAO CIRURGICA - ANESTESIA LOCAL COM
LIDOCAINA 2%. PONTA GROSSA, PR,

PRODUCAO DAS LESOES COM AUXILIO DE UM VAZADOR.
PONTA GROSSA, PR, 2007.......ccioeeeeeeeeeeeeeeeee e,

PRODUCAO DAS LESOES COM AUXILIO DE UM VAZADOR -
CONTINUAGAO FIGURA 7. PONTA GROSSA, PR, 2007...........

LESOES NA REGIAO LOMBAR DO BOVINO. PONTA
GROSSA, PR, 2007 ... eee oot e e et e e e eeeee e

SEPARACAO DA PELE DO TECIDO SUBCUTANEO BOVINO.
PONTA GROSSA, PR, 2007 .....cutiiiieeiiiee e

FORMA DE AMARRACAO DO RABO. PONTA GROSSA, PR,
DECOCCAO EM SISTEMA FECHADO DO MATERIAL

VEGETAL COM O USO DE UM DIGESTOR DE FIBRAS.
PONTA GROSSA, PR, 2007 .....cutiiiieeiiee e
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ESPECIES VEGETAIS E PARTES DAS PLANTAS UTILIZADAS
NO EXPERIMENTO. GUACATONGA, AROEIRA E IPE. PONTA
GROSSA, PR, 2007 ... .ot e

TRATAMENTO DAS FERIDAS CUTANEAS BOVINAS NO DIA
3. PONTA GROSSA, PR, 2007 ......coooiiiieeee e

LESOES CUTANEAS BOVINAS NO D4 TRATADAS COM O
HIDROGEL DE AROEIRA EM AMBOS OS LADOS DA REGIAO
LOMBAR. PONTA GROSSA, PR,

REGISTRO E ACOMPANHAMENTO DAS AREAS DAS
LESOES CUTANEAS BOVINAS COM AUXILIO DE UMA
TRANSPARENCIA. PONTA GROSSA, PR,

CIRCUNFERENCIAS DAS FERIDAS DO ANIMAL N113
REPRODUZIDAS NA TRANSPARENCIA ORDENADOS POR
TRATAMENTO. PONTA GROSSA, PR,

APARENCIA MACROSCOPICA DAS LESOES CUTANEAS
BOVINAS NO DIA 7. PONTA GROSSA, PR,

APARENCIA MACROSCOPICA DAS LESOES CUTANEAS
BOVINAS NO DIA 12. PONTA GROSSA, PR,

MOMENTO DA BIOPSIA NA LESAO CUTANEA BOVINA NO
DIA 16 COM AUXILIO DE UM VAZADOR. PONTA GROSSA,
PR, 2007 .ot e e ee e e

TECIDO DE GRANULACAO JOVEM COM EDEMA E
INFILTRADO INFLAMATORIO MISTO DIFUSO
(HEMATOXILINA E EOSINA DE HARRIS. AUMENTO DE
200X), PELE BOVINA DIA 6 POS LESIONAL. CURITIBA,
PR, 2007 ... e

TECIDO DE GRANULACAO MADURO COM EDEMA
DISCRETO E DEPOSICAO DE FIBRAS DE COLAGENO
(HEMATOXILINA E EOSINA DE HARRIS. AUMENTO DE
100X), PELE BOVINA DIA 16 POS LESIONAL. CURITIBA, PR,
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FOTO 23 -

FOTO 24 —

FOTO 25 -

FOTO 26 —

FIBROSE EM TECIDO CONJUNTIVO (HEMATOXILINA E
EOSINA DE HARRIS. AUMENTO DE 200X), PELE BOVINA DIA

16 POS LESIONAL. CURITIBA, PR,
2007 e e
EPIDERME COM HIPERPLASIA IRREGULAR

DEMONSTRANDO INiCIO DA FORMACAO DE ANEXOS. NA
DERME SUPERFICIAL EXISTE EDEMA E INFILTRADO
INFLAMATORIO MISTO DIFUSO (HEMATOXILINA E EOSINA
DE HARRIS. AUMENTO DE 200X). PELE BOVINA DIA 16 POS
LESIONAL. CURITIBA, PR,

EPIDERME COM HIPERPLASIA IRREGULAR E AREA DE
ULCERACAO ENCIMADA POR CROSTA
FIBRINOLEUCOCITARIA. TODA A DERME APRESENTA
FIBROSE COM INFILTRADO INFLAMATORIO INTERSTICIAL
MISTO DIFUSO (HEMATOXILINA E EOSINA DE HARRIS.
AUMENTO DE 100X). PELE BOVINA DIA 16 POS LESIONAL.
CURITIBA, PR,

PLACA DE PETRI COM AGAR MULLER-HINTON SEMEADA
COM S. AUREUS APOS 24 HORAS DE CRESCIMENTO.
DISCOS COM DIFERENTES FITOTERAPICOS. PONTA
GROSSA, PR,
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FOTOGRAFIA 1 — VISTA GERAL DOS ANIMAIS UTILIZADOS NO EXPERIMENTO
EM CONFINAMENTO INDIVIDUAL. PONTA GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.

FOTOGRAFIA 2 — ALIMENTACAO DOS ANIMAIS UTILIZADOS NO
EXPERIMENTO. PONTA GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.
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FOTOGRAFIA 3 — ANIMAL N115 EM CONFINAMENTO INDIVIDUAL. PONTA
GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.

FOTOGRAFIA 4 — PREPARACAO CIR}]RGICA - TRICOTOMIA EM BOVINO COM
AUXILIO DE UMA TOSQUIADEIRA ELETRICA. PONTA GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.
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FOTOGRAFIA 5 - PREPARACAO CIRURGICA - REGIAO LOMBAR DO BOVINO
COM AMPLA TRICOTOMIA. PONTA GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.

FOTOGRAFIA 6 - PREPARACAO CIRURGICA - ANESTESIA LOCAL COM
LIDOCAINA 2%. PONTA GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.
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FOTOGRAFIA 7 — PRODUCAO DAS LESOES COM AUXILIO DE UM VAZADOR.
PONTA GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.

FOTOGRAFIA 8 — PRODUCAO DAS LESOES COM AUXILIO DE UM VAZADOR -
CONTINUACAO FIGURA 7. PONTA GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.
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FOTOGRAFIA 9 — LESOES NA REGIAO LOMBAR DO BOVINO. PONTA GROSSA,
PR, 2007

Fonte: Arquivo proprio.

FOTOGRAFIA 10 — SEPARACAO DA PELE DO TECIDO SUBCUTANEO BOVINO.
PONTA GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.
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FOTOGRAFIA 11 — FORMA DE AMARRACAO DO RABO. PONTA GROSSA, PR,
2007.

Fonte: Arquivo proprio.

FOTOGRAFIA 12 — DECOCCAO EM SISTEMA FECHADO DO MATERIAL
VEGETAL COM O USO DE UM DIGESTOR DE FIBRAS. PONTA GROSSA, PR,
2007.

Fonte: Arquivo proprio
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FOTOGRAFIA 13 — ESPECIES VEGETAIS E PARTES DAS PLANTAS UTILIZADAS
NO EXPERIMENTO. GUACATONGA, AROEIRA E IPE. PONTA GROSSA, PR,
2007.

Fonte: Arquivo proprio.

FOTOGRAFIA 14 — TRATAMENTO DAS FERIDAS CUTANEAS BOVINAS NO DIA
3. PONTA GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.
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FOTOGRAFIA 15 — LESOES CUTANEAS BOVINAS NO D4 TRATADAS COM O
HIDROGEL DE AROEIRA EM AMBOS OS LADOS DA REGIAO LOMBAR. PONTA
GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.

FOTOGRAFIA 16 — REGISTRO E ACOMPANHAMENTO DAS AREAS DAS
LESOES CUTANEAS BOVINAS COM AUXILIO DE UMA TRANSPARENCIA.
PONTA GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.
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FOTOGRAFIA 17 — CIRCUNFERENCIAS DAS FERIDAS DO ANIMAL N113

REPRODUZIDAS NA TRANSPARENCIA ORDENADOS POR TRATAMENTO.
PONTA GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.

FOTOGRAFIA 18 — APARENCIA MACROSCOPICA DAS LESOES CUTANEAS
BOVINAS NO DIA 7. PONTA GROSSA, PR, 2007.

A G I C

A- AROEIRA, G — GUACATONGA, | — IPE, C- CONTROLE.
Fonte: Arquivo préprio.

FIGURA 19 — LESOES NO DIA 12 (PONTA GROSSA - 2007).

Fonte: Arquivo proprio.
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FOTOGRAFIA 19 — APARENCIA MACROSCOPICA DAS LESOES CUTANEAS
BOVINAS NO DIA 12. PONTA GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.

FOTOGRAFIA 20 — MOMENTO DA BIOPSIA NA LESAO CUTANEA BOVINA NO
DIA 16 COM AUXILIO DE UM VAZADOR. PONTA GROSSA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.
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FOTOGRAFIA 21 - TECIDO DE GRANULACAO JOVEM COM EDEMA E
INFILTRADO INFLAMATORIO MISTO DIFUSO (HEMATOXILINA E EOSINA DE
HARRIS. AUMENTO DE 200X), PELE BOVINA DIA 6 POS LESIONAL. CURITIBA,
PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.

FOTOGRAFIA 22 — TECIDO DE GRANULACAO MADURO COM EDEMA
DISCRETO E DEPOSICAO DE FIBRAS DE COLAGENO (HEMATOXILINA E
EOSINA DE HARRIS. AUMENTO DE 100X), PELE BOVINA DIA 16 POS
LESIONAL. CURITIBA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.
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FOTOGRAFIA 23 — FIBROSE EM TECIDO CONJUNTIVO (HEMATOXILINA E
EOSINA DE HARRIS. AUMENTO DE 200X), PELE BOVINA DIA 16 POS
LESIONAL. CURITIBA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.

FOTOGRAFIA 24 - EPIDERME COM HIPERPLASIA IRREGULAR
DEMONSTRANDO INiCIO DA FORMACAO DE ANEXOS. NA DERME
SUPERFICIAL EXISTE EDEMA E INFILTRADO INFLAMATORIO MISTO DIFUSO
(HEMATOXILINA E EOSINA DE HARRIS. AUMENTO DE 200X). PELE BOVINA DIA
16 POS LESIONAL. CURITIBA, PR, 2007.

Fonte: Arquivo proprio.
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FOTOGRAFIA 25 - EPIDERME COM HIPERPLASIA IRREGULAR E AREA DE
ULCERACAO ENCIMADA POR CROSTA FIBRINOLEUCOCITARIA. TODA A
DERME APRESENTA FIBROSE COM INFILTRADO INFLAMATORIO
INTERSTICIAL MISTO DIFUSO (HEMATOXILINA E EOSINA DE HARRIS.
AUMENTO DE 100X). PELE BOVINA DIA 16 POS LESIONAL. CURITIBA, PR,

2007.

Fonte: Arquivo proprio.
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FOTOGRAFIA 26 — PLACA DE PETRI COM AGAR MULLER-HINTON SEMEADA
COM S. AUREUS APOS 24 HORAS DE CRESCIMENTO. DISCOS COM
DIFERENTES FITOTERAPICOS. PONTA GROSSA, PR, 2007.

1

Fonte: Arquivo proprio.

1 - Guagatonga Hidroalcdolica 30%, 2 - Ipé Eter 10%, 3 - Ipé Eter 20%, 4 - Ipé Eter
30%, 5 - Ipé Decocto 30%, 6 - Aroeira Eter 30%, 7- Ipé Hidroalc6olica 30%, 8 -
Gentamicina 10mg.
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ANEXO 1 — PARECER COMITE DE ETICA EM PESQUISA PUC
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