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AVALIAGAO DO USO DO EXTRATO BRUTO DE Jatropha gossypiifolia L. NA
CICATRIZACAO DE FERIDAS CUTANEAS EM RATOS

RESUMO

Introdugédo: Este estudo experimental, realizado no Laboratério de Pesquisa do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude da Universidade Federal do Maranhdo. Objetivo: Avaliar comparativamente
os aspectos morfolégicos do processo cicatricial de feridas cutdneas abertas de
ratos, com e sem uso de extrato bruto de Jafropha gossypiifolia L. Material e
Método: Foram utilizados 60 ratos da linhagem Wistar, distribuidos em 2 grupos de
30 animais cada, assim denominados grupo controle e grupo Jatropha. Os ratos de
cada grupo foram divididos em 3 subgrupos de 10 animais cada e avaliados no 7°,
14° e 21° dia de pés-operatério. Os ratos do grupo Jatropha receberam aplicagédo
sobre a ferida diariamente do extrato de Jatropha gossypiifolia L. Os ratos do grupo
controle ndo receberam nenhum tipo de tratamento na ferida cutédnea. Os
parametros avaliados foram, aspectos macroscépicos da ferida cutanea, observou-
se a evolugdo do aspecto da ferida e medida da area da les&o por planigrafia digital.
A andlise histolégica em laminas coradas pela Hematoxilina — Eosina e TricGmico de
Massou. Utilizou-se parametros de avaliagdo da proliferagdo vascular,
polimorfonucleares, mononucleares, proliferagdo fibroblastica, colagenizagdo e
reepitelizagdo, recebendo a seguinte classificagdo como ausente, discreta,
moderada e acentuada. Resultados: A avaliagdo macroscopica, ndo houve
diferengas significante na cicatrizagao das feridas cutaneas, entre o grupo controle e
Jatropha. Na avaliagdo microscopica houve diferenga significativa no 21° dia pos-
operatério em relagdo a proliferagdo vascular, que se mostrou mais acentuada no
grupo Jatropha em relagdo ao grupo controle. Concluséo: As feridas cutaneas
abertas em ratos tratados com extrato bruto de Jatropha em relagdo as que néo
receberam nenhum tratamento ndo houve resultado significativo em relagéo aos
aspectos de avaliagdo macroscépica e microscopica entre os grupos.

Palavras — Chaves: Jatropha gossypiifolia L. - Cicatrizagdo de feridas — Ratos - Pele
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EVALUATION OF THE USE OF RAW EXTRACT OF Jatropha gossypiifolia
L. IN THE HEALING OF FLESH WOUNDS IN RATS

ABSTRACT

Background: This experimental study was carried on at the Research Laboratory of
Physiology and Pharmacology belonging to the Department of Biology and Health
Center of the Federal University of Maranhdo, Brazil. Aim: Its objective was to
evaluate comparatively the morphological aspects of the healing process that occurs
in skin wounds open in rats either utilizing or not raw extract of Jatropha gossypiifolia
L. Material and Methods: Sixty rats belonging to the Wistar ancestry were divided
into two groups of thirty animals each. One of such groups was denominated Control
group and the other was called Jatropha group. The rats belonging to each group
were divided into three under-groups of thirty animals each and evaluated on the 7™,
14™ and 21 day after surgery. The rats belonging to the Jatropha gossypiifolia L.
group received daily applications of Jatropha gossypiifolia L. The rats belonging to
the control group did not receive any kind of treatment for the skin wound. The
parameters evaluated included the macroscopic aspects of the skin wounds, the
wound evolution and measurements of the lesion area through digital Planigraphy.
The biologic study was made by the examination of glass laminas dyed by
Hematoxilin, Eosin and Tricromium of Masson. The parameters used for evaluation
were vascular, polymorph nuclear, mononuclear cells and fibroblastic proliferation,
besides the formation of collagen and epithelium. According to the parameters
utilized in the study, the following classification was attributed to the results: absent,
discreet, moderate and accentuated. Results: The macroscopic analysis
demonstrated no difference between the control and the Jatropha groups in relation
to cicatrisation. On the other band, the microscopic analysis showed a significant
difference related to vascular proliferation occuring in the 21% post-operative day,
wich demonstrated to be more accentuated in the Jatropha than in the control group.
Conclusion: It was concluded that the treatment of skin wounds open in rats treated
with raw extract of Jatropha gossypiifolia L. when compared to those that received
no treatment showed no significant differences concerning macroscopic and
microscopic aspects among the studied groups.

Key words: Jatropha gossypiifolia L., Wound cicatrisation (healing), Rats, Skin
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1 INTRODUGAO

O histérico da descoberta de farmacos originarios de plantas data de varios
séculos, Shen-Nung (2838-2698 a.C.), importante monarca e considerado o pai da
tradicional medicina chinesa, descobriu 0 uso do curativo de muitas plantas e
escreveu o Pen Tsan (O Herbario), um tratado onde menciona o uso de plantas
como: papola caAnhamo, cinamomo e mandragora. Pedamaos Dioscoérides (40 a 90
a.D.), médico grego, natural de Anazarba na Cilicia, escreveu um livro chamado
Matéria Médica. Onde relatou o uso de mais de 600 plantas, muitas que ja ndo mais
existem (LIMA, 1994).

O maior nome da literatura médica até século XV, entretanto foi Claudio
Galeno (130 a 201 a.D.), o principal escritor médico da antiguidade. Estudou
profundamente as plantas medicinais, escrevendo varios livros sobre farmacia e
farmacologia clinica. Galeno estudou os trabalhos de Dioscoérides, introduzindo um
sistema completo de plantas medicinais, bem como criou tinturas de plantas como o
6pio, muitas delas ainda hoje sdo denominadas em sua homenagem como
preparagdes galénicas (LIMA, 1994).

Até meados do século XIX, os animais e as plantas eram as Unicas fontes de
matéria organica de que o homem dispunha. Em 1828, quando Friedrich Wohler
produziu a sintese da uréia a partir de uma substéncia inorganica, o cianato de
amoénia. Esse fato foi fundamental para a criagdo dos chamados medicamentos
sintéticos, cuja ascensao teve inicio ha pouco mais de cem anos: em 1883, Ludwig
Knorr produziu a antipirina, o primeiro medicamento antipirético eficaz a substituir a
quinina, alcaldide caro e de dificil obtengédo, extraido da quina arvore nativa do Peru.
Seguiram-se, pouco depois, a antifebrina (acetanilida) e, na virada do século, a
aspirina, certamente um dos mais difundidos medicamentos, prescrito em casos
especificos pelos médicos, mas também utilizado como uma espécie de remédio
universal pelo homem da rua (MORS, 1983). Outro fato que contribuiu para o
desenvolvimento dos farmacos sintéticos foi a descoberta dos antibidticos a partir da
década de trinta, fazendo aumentar o interesse por pesquisas neste campo.

A cicatrizagdo constitui um fendmeno bioldgico complexo e essencial para
manter a integridade do organismo, mas que ainda ndo esta totalmente esclarecido.

As reagées bioguimicas e celulares ainda merecem uma compreens&o maior, para:
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que se possa avaliar plenamente o processo de cicatrizagdo, quer na ferida limpa,
contaminada ou infectada.

A utilizagcdo de substancias tépicas, para melhorar o processo de
cicatrizagdo tem sido largamente estudado. Os antigos babildnicos, egipcios e tantos
outros povos no passado, faziam uso de minerais e plantas medicinais. No papiro de
Edwin Smith encontram-se descritos tratamentos dos feridos de guerra com a
aplicagdo de uma combinagédo de mel e unglientos sobre as feridas.

O modo como a cicatrizagdo de uma ferida ocorre, sempre representa um
transtorno para o médico e o paciente, principalmente a cicatrizagdo de feridas por
segunda intengdo. Varias substancias tém sido utilizadas na tentativa de abreviar o
tempo de cicatrizagdo. Estudos realizados em animais de experimentagdo mostram
que o agucar é capaz de diminuir o tempo das fases iniciais do processo de reparo
tecidual (BIONDO-SIMOES; ADUR; MARQUES; LIMA; ROSARIO, 1993).

A papaina a 2% apresentou resultados eficazes na fase de granulagéo do
reparo tecidual em feridas cutaneas abertas em ratos (SANCHEZ NETO, 1993). A
colagenase em estudos experimentais age acelerando o processo de cicatrizagéo,
avaliado por cortes histolc’)gicos de feridas (TEVES; SIMOES; MARTINS; MARCHINI,
1989). Em queimaduras cutaneas profundas provocadas em cobaias, o uso de
curativos de hidrocol6ides mostrou ser eficaz na eliminagdo precoce de escaras,
diminuicdo da intensidade e duragdo da reacdo inflamatéria aguda e cronica,
diminuicdo da fibrose, restauragdo da arquitetura histologica e na regeneragéo
epitelial, tanto qualitativamente quanto quantitativamente (PEREIRA; BARONE;
CARDOSO; GOLDENBERG; NIGRO; NOVO, 1993).

O ¢dleo de rosa mosqueta mostrou ser eficaz no tratamento de feridas
abertas em animais de laboratério, agilizando o processo de cicatrizagéo
(MARCHINI; MARTINS; TEVES; SIMOES, 1988). Ja o oleo de copaiba néo
apresentou resultados satisfatorios no processo de cicatrizagdo, causando um atraso
no processo de contragdo da ferida, com intenso tecido de granulagdo (BRITO,
1996).

S&o muitos os fatores que vem colaborando no desenvolvimento de praticas
de salde que incluiam plantas medicinais, principalmente econémicos e sociais,
inclusive recebendo incentivo da prépria Organizagdo Mundial de Saude. Entretanto,

ainda hoje persiste um certo ar de mistério quando utilizamos estas plantas,
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principalmente em virtude das suas relagdes com a mitologia e o desconhecimento
da fragdo ativa no efeito desejado.

No estado do Maranhdo, que faz parte da Hiléia Amazénica, existe a espécie
Jatropha gossypiifolia L. pertence a familia Euphorbiaceaes uma das maiores
dicotiledéneas. Esta familia compreende 290 géneros e aproximadamente 7.500
espécies, distribuidos em todo o mundo, principalmente nas regibées tropicais. A
espécie local é denominada popularmente de pido roxo, possui folhas e frutos com
propriedades medicinais, com grande uso na medicina popular como agente anti-
inflamatério de aplicagdo local contra inflamagédo dos olhos, anti-hipertensivo,
reumatismo, na hidropsia. Além disso, segundo a crenga popular, é usada em cultos
religiosos contra os maus espiritos e como planta de jardim, a proteger a casa contra
inveja e mau-olhado.

N&o encontrou-se na literatura consultada, nenhum trabalho experimental do
uso tépico do extrato bruto da espécie Jatropha gossypiifolia L. na cicatrizagdo de
lesbes de pele. Deste modo, objetivou-se um estudo em animal de experimentagéo,
para avaliar o uso tépico desta substancia na cicatrizagdo de feridas cutaneas em

ratos.

1.1 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo sdo avaliar comparativamente os aspectos
morfolégicos do processo cicatricial de feridas cutdneas em ratos, com e sem o uso
topico de extrato bruto de Jatropha gossypiifolia L. estudando-se:

1. aspectos macroscépicos da ferida cutdnea no sétimo, décimo quarto e

vigésimo primeiro dia do pos-operatdrio;

2. avaliagdo da area da ferida cutanea pela planigrafia digital, nos dias de

avaliagédo pos-operatoria;

3. avaliagdo microscopica pés-operatéria das fases de cicatrizagdo, no

sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro dia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CICATRIZAGAO DE PELE EM ANIMAIS

ALVARES (1972) utilizou 55 ratos, adultos, machos, da linhagem Wistar
para estudar o processo de reparagado de lesées de pele de 6 mm de didmetro do
dorso destes animais, sem interferéncia de suturas ou qualquer droga. O estudo foi
avaliado no 1°, 2°, 4°, 7°, 14°, 21°, 28°, 60°, 90°, 240° e 360° dia de pdés-operatorio. O
processo de reparagdo foi acompanhado através de histometria de fibras colagenas,
fibras argirdfilas e fibroblastos, bem como de andlise histoquimica de
polissacarideos que intervem no processo. Observou aumento crescente de fibras
colagenas, com estabilizagdo apds 240 dias, aumento dos fibroblastos até o 7° dia e
- posterior decréscimo.

BEVILACQUA, MODOLIN, ALMEIDA e CHAPCHAP (1981) descreveram a
cicatrizagdo como um fendmeno quimico, fisico e biolégico, com inicio imediato apds
a lesdo tecidual e cuja finalidade era reconstruir os tecidos da maneira mais fiel
possivel. Descreveram as diversas etapas da cicatrizagdo e a participagdo dos
mediadores bioquimicos, bem como a fungéo e época de aparecimento das diversas
células envolvidas no processo de cicatrizagéo.

NIALL, RYAN e O'BRIAN (1982) observaram diferenca na resposta
cicatricial relacionada ao sexo (dependéncia androgénica da sensibilidade celular
aos efeitos do Fator de Crescimento Epidérmico (EFG)) ao estudar os efeitos
vantajosos da deposigédo de EFG em feridas dorsais de animais de laboratério.

CARRICO, MEHRHOF e COHEN (1984) descreveram os principais
processos biolégicos da reparagdo tecidual que incluem o metabolismo do colageno,
a contragdo da ferida, a epitelizagédo e a fase inflamatéria. Foram discutidos alguns
fatores que influenciam o processo de cicatrizagdo como diabetes, corticoterapia,
quimioterapia, cicatrizagdo excessiva, radioterapia e traumas multiplos s&o fatores
importantes a serem considerados.

SIMOES, UZUNIAM, MORA e SASSO (1985) estudando aspectos ultra-
estruturais do processo de reparagdo da pele de ratos albinos sem qualquer
tratamento das feridas encontraram maior quantidade de fibroblastos aos sete dias

de pods-operatério com grande quantidade de vesiculas intracitoplasmaticas
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contendo fibras coldgenas. Aos 14 dias, foram detectados fibroblastos com algumas
vesiculas e, aos 21 dias a concentragdo de fibroblastos foi menor e os feixes
colagenos mais organizados. Concluiram que os fibroblastos podem estar
relacionados com o fendmeno da sintese e remodelagdo dos feixes de colageno.

MODOLIN e BEVILACQUA (1985) descreveram as trés fases classicas da
cicatrizagéo: inflamatéria, fibroplasia e maturagdo, com a agdo dos mediadores
bioquimicos j& conhecidos (histamina, serotonina, leucotaxina, bradicinina,
prostaglandinas, tromboxanas e linfocina) e acrescentaram descobertas recentes
(agao da chalona na epitelizagdo, o fator leucécito-pirogénico que promove a sintese
de prostaglandinas e a agdo benéfica da oxigenioterapia hiperbarica sobre a
epitelizagéo).

TEVES, CABRAL, SIMOES e KULAY Jr (1986) descreveram os fatores
humorais liberados localmente ap6s qualquer tipo de lesdo tecidual e os seus
respectivos mecanismos de agdo, bem como todos os componentes celulares
envolvidos no processo de reparagao tecidual. Deram enfoque especial a formacgao
do colageno, que é responsavel pela forga e integridade de todos os tecidos e cuja
principal fonte é o fibroblasto, que tem agédo reguladora na cicatrizagdo devido a
funcdo de sintese e reabsorgao do colageno.

SIMOES, CABRAL, BOYACIYAN, KULAY Jr e SASSO (1986) ao estudarem
o comportamento dos fibroblastos e dos macréfagos em feridas provocadas no
dorso de ratos aos 3, 7, 14 e 21 dias apds o trauma, observaram que a quantidade
de fibroblastos tipicos era maior aos 7 dias, e que os macréfagos apareciam logo
apés a lesdo. Notaram que havia reabsorcdo e sintese de colageno pelos
fibroblastos e verificaram a fungdo fagocitaria de células degeneradas dos
macréfagos.

TEVES, SIMOES, MARTINS e MARCHINI (1989) avaliaram a morfologia do
tecido de reparagdo de lesdo na pele do dorso de ratos albinos com e sem
tratamento com colagenase. A avaliagdo foi realizada aos 3, 7 e 14 dias de pos-
operatério e mostrou tecido de granulagéo preenchendo toda a area da lesdo com
remodelagdo mais evidente nos animais tratados com a colagenase e, portanto,
acelerando a cicatrizagdo. Os mecanismos de agado da colagenase foram discutidos.

SANCHEZ NETO, BARONE, TEVES, SIMOES, NOVO e JULIANO (1993)

estudaram os aspectos morfolégicos e morfométricos da reparagdo tecidual de
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feridas cutaneas em ratos com e sem tratamento com solugdo de papaina.
Avaliaram os resultados aos 3, 7, 14 e 21 dias de pds-operatério. Ndo encontraram
diferencas significantes entre os dois grupos aos 3 dias de pés-operatério, porém,
apo6s este periodo observaram que o grupo tratado com papaina apresentava maior
quantidade de fibroblastos e fibras colagenas e tecido de granulagdo mais
desenvolvido, concluindo que a papaina promove reparagado tecidual mais eficaz,

atuando nas fases inicial e de fibroplasia das feridas tratadas.
2.2 DESCRICAO BOTANICA DA Jatropha gossypiifolia L.

BRAGA (1976) descreve que a planta em estudo apresenta caule jovem de
pelos glandulares, aéreo-ereto, ramificagdo em dicasio, arbusto sub-lenhoso e
cilindrico. Apresenta folhas e peciolos roxos, na face superior nervagao
palminervias, consisténcia membranacea, glabas ou pubescentes na face inferior,
lisa, alternadas, palmadas, partes lobadas, grandes, pecioladas de margens ciliadas
ou glanduliferas, forma deltdide, apice cuspidado, base hastada. Estipulas, por
vezes reduzidas a pélos, glandulas ou espinhos.

PRANCE e SILVA (1975) descreve como um arbusto pequeno, medindo até
1,5m com cicatrizes foliares menores e menos proeminentes no tronco, copa muito
mais espalhada, folhas e peciolos roxos, caule jovem com grupo de pelos
glandulares, pétalas roxas e frutos de até 1,5cm de comprimento.

JOLY (1979) descreve que a Jatropha como constituinte da familia
Euphorbiaceae, caracteriza-se principalmente por notavel desenvolvimento de vasos
lactiferos, que podem ter origem diversas, assim podem estar constituidas por varias
células, os chamados galactocitos, os quais se diferenciam um dos outros e muito
precocemente, sobre 0 mesmo embrido, como os géneros Euphorbia e Créton, cuja
as células se alargam depois em corpo de planta, formando outros tantos sistemas
isolados (tubos lactiferos apdcitos), sem tabique nem anastomose ou podem
originar-se em uma planta ja formada, constituidos por células secretoras, com os
tabiques transversais reabsorvidos.

O fruto é de cor verde, apresenta-se ovoide e sub-globoso, de 1cm de
comprimento com trés lojas que fazem saliéncia externamente, contendo semente

escura provida de excrescéncia carnosa, chamada caruncula. Possui frutos secos e
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esquizocarpos, separado em trés ocos com sementes ricas em endosperma, muitas
vezes oleaginosas.

2.3 Jatropha gossypiifolia L.

e Reino: Vegetal,

« Divisdo: Angiospermae;

« Classe: Dicotiledonea;

o Ordem: Euphorbiales;

o Familia: Euphorbiaceae;

o Género: Jatropha;

» Espécie: Jatropha gossypiifolia L.

CORREA (1984); DUKE (1985); VILLAR, PAYA e TERENCIO (1986),
observaram que as espécies de plantas do género Jatropha sdo conhecidas
popularmente como pido-roxo, jalapdo, raiz-do-téu, batata-do-téu, erva purgante,
mamoninha; tua-tua em Cuba, Republica Dominicana e Venezuela, e como Medicine
Cathastique nas col6nias francesas. No conhecimento folclérico, o género Jatropha
¢ utilizado no tratamento de alguns processos patoldégicos como reumatismo e
hidropsias, neoplasias e Ulceras, além de ser empregado como diurético,
antidiarréico e anti-hipertensivo.

CALIXTO e SANT'ANA (1987); TREBIEN (1988); DUARTE (1992); SILVA
(1995), realizando estudo de algumas espécies do género Jatropha isolaram
substancias que apresentam atividade farmacolégica comprovada. O jatrophone, um
diterpeno isolado de tubérculos de Jatropha eliptica inibe, de forma ndo competitiva
e dependente da concentragdo, as respostas contrateis induzidas por
neurotransmissores, estimulagédo elétrica, potassio (K*) em musculo cardiaco ou liso
vascular e ndo vascular de rato, cobaia, coelho e cdo. Este diterpeno também inibe,
de maneira ndo competitiva, as respostas contrateis induzidas por calcio (Ca*") em
aorta ou utero de ratos despolarizados com K*. Este diterpeno, o jatrophone,
também foi encontrado na jatropha gossypiifolia L., demonstrando atividade
antitumoral em estudo realizado por KUPCHAN (1976).

OJEWOLE e ODEBIYlI (1980), descreveram que o alcaldide
tetramethylpyrazine, isolado do caule de Jatropha podagrica apresenta atividade
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bloqueadora neuromuscular “in vitro” e efeito hipotensor em ratos e gatos
anestesiados. Este alcaléide também inibe as respostas contrateis induzidas por
estimulagdo elétrica ou por noradrenalina em musculo liso vascular e ndo vascular
de ratos, cobaias e coelhos.

LABAIDE e VANDIJK (1991), realizaram estudos com os peptideos cidicos,
lanbadina e bioboleina, isolados da Jatropha multificada e caracterizados como
inibidores da ativagdo do sistema de complemento.

XAVIER e D’ANGELO (1995) isolaram das folhas de Jatropha pohliana,
quatro flavonas, c-glicosidicas, a saber, orientina, vitexine, isorientina, isovitexina.
Destas, a orientina e a isorientina também isoladas da Jatropha cilliata, foram
caracterizadas como ansioliticas e, o composto cumarinico fraxetin como analgésico,
em camundongos conforme trabalho realizado por OKUYAMA em 1996.

MUJUMDAR, UPADHYE e MISAR (2000) realizou trabalho com extrato
bruto obtido da raiz de Jatropha curcus apresentou atividade antidiarréica em
camundongos.

SING e AGARWAL (1992); ADEWERNMI e ADESOGAN (1986) realizaram a
avaliagdo toxicolégica do latex bruto isolado da Jatropha gossypiifolia L. demonstrou
uma atividade moluscicida contra caramujos da espécie Indoplanorbis exustus, bem
como agédo cardiotdnica de Biophalaria glabrata, hospedeiro intermediario do agente
da esquistossomose.

ABREU (1992) e PAES (1997), realizaram estudos farrhacolégicos com o
extrato bruto etandlico das partes aéreas da Jatropha gossypiifolia L., sugeriram uma
acdo antimuscarinica ao nivel da musculatura intestinal de ratos, além do bloqueio
noradrenérgico ndo competitivo.

FRANCA (1992); SOUSA (1996) realizaram estudos fotoquimicos
preliminares feitos com extratos hidroalcodlico e cloroférmico das folhas e caules da
Jatropha gossypiifolia L., detectaram a presenga de fendis, taninos, triterpenoides,
esteroides, flavononas, flavonéides, quinonas e resinas, sendo que, o fracionamento
cromatografico do extrato etandlico forneceu precipitado que, apés analises
espectométricas (RMN'H, RMN'3C), foram caracterizados como alcoois de cadeia

alinfatica.
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AHMAD, ISLAM, CHOWDRURY e NAHAR (1992) e DEY, BAG e
MUKHERJI (1995) realizaram o levantamento quimico dos componentes do latex de
Jatropha gossypiifolia L., evidenciou a presenga de alcaldides, aglcares, compostos
fendlicos, acido ascoérbico e proteinas. Entre os constituintes das sementes, foi
detectado a ocorréncia de proteinas, fibras, carboidratos, aminoacidos, saponinas,
B- sitosterol e p-amirina, bem como os acidos graxos caprilico, miristico,
palmitoléico, palmitico, oléico, estearico e linoléico, conforme estudo realizado por
RAJENDRA, PRASAD, ALANKARARAO e BABY, em 1993.

MARINHO (2000) realizou ensaios imunoldgicos em camundongos, indicam
que o extrato bruto etandlico e a fragdo cloroférmica das partes aéreas (folhas e
caules) de Jatropha gossypiifolia L., induzem a um aumento na produgdo de

anticorpos IgM especificos.
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3 MATERIAL E METODO

O estudo foi realizado no laboratério de pesquisa do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, do Centro de Ciéncias Bioldégicas e da Saude da
Universidade Federal do Maranh3o.

Os animais foram mantidos no laboratério durante o periodo pré e pds-
operatdrio, em temperatura e umidade naturais do ambiente, com ragdo prépria para
a espécie e agua ad libitum, em ciclo cercadiano claro-escuro de doze horas. Foram
coletados neste local os dados para planimetria digital e as pegas para histologia.

As pecas histoldgicas do experimento foram levadas para o Laboratério de
Anatomia Patolégica do Hospital Universitario Presidente Dutra — UFMA.

Utilizaram-se as Normas para apresentagdo de Documentos Cientificos da
Universidade Federal do Parana (2000); a Nomina Anatomica Veterinaria (1983) e
foram obedecidos os principios éticos em experimentagdo animal, preconizados pelo

Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

3.1 AMOSTRA

Foram utilizados 60 ratos (Rattus Norvegicus albinus) da linhagem Wistar,
machos, com peso variando entre 140 e 200g no inicio do experimento, procedente
do Biotério Central da Universidade de Campinas—-Sdo Paulo (UNICAMP)
transportados por via aérea.

Os ratos foram divididos em dois grupos de trinta animais, conforme o uso
ou ndo do fitoterapico. Os grupos foram denominados: grupo controle e grupo
Jatropha e avaliados no sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro dia de pos-

operatorio.

3.2 COLETA DA PLANTA

A coleta da planta foi realizada na localidade da Vila Sdo José, proximo ao
Bairro do Maiobdo, Pago do Lumiar-MA. A planta foi identificada e catalogada no
Herbario Atico Seabra do Departamento de Farmacia da Universidade Federal do

Maranhao, onde se encontra registrada sob o numero 1006.
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FIGURA 1 - Jatropha gossypiifolia L.

3.2.1 Obtengéo do extrato bruto etandlico

As partes aéreas da planta (folhas e caules secos) foram fragmentadas e
pulverizadas em moinho elétrico para obten¢do de um pé (200g), ao qual adicionou-
se 600 ml de etanol. A mistura foi deixada em maceracgao, sob agitagdo mecanica
diaria, por 72h. A extragéo alcodlica do macerado foi realizada mediante trés trocas
sucessivas a cada 24 horas com a renovacao do solvente. Ao final deste processo,
os extratos foram reunidos e filtrados em algodao. O filtrado foi concentrado em
rotaevaporador, a presséo reduzida e a temperatura inferior a 50°C, obtendo-se o
extrato bruto, que foi acondicionado adequadamente e conservado sob refrigeracdo
a temperatura em torno de 5° C (Figura 2).
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FIGURA 2 — EXTRATO BRUTO DE Jatropha
gossypiifolia L.

| Jatropha
- &

Para determinagéo do peso seco e rendimento do extrato bruto, foram
utilizadas 03 (trés) aliquotas de 0,5 ml do extrato em beckeres previamente pesados.
O solvente das aliquotas foi evaporado sob corrente de ar quente e os beckeres,
apés resfriamento, foram pesados em balanga analitica para determinagdo dos
pesos dos residuos. Esta operagéo foi repetida sucessivas vezes até obtengdo de
pesos constantes. O rendimento foi determinado pela relagéo entre o peso total do
residuo obtido apds concentragdo e o peso total do p6 submetido a extrago.

Para realizagdo dos experimentos farmacolégicos foram preparadas
solugcdes do extrato bruto com agua destilada ou solugéo salina a 0,9%. Para isto,
pequenos volumes do extrato bruto concentrado, determinados de acordo com o
peso seco e o peso dos animais reservados para os experimentos, foram pipetados
para beckeres, evaporando-se 0 solvente até a obtencdo de residuos que foram
posteriormente solubilizados.
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3.3 GRUPO DE ESTUDO

Os animais foram distribuidos de maneira aleatéria em 2 grupos:

a) grupo | — foi denominado de grupo controle e constituido de 30 animais,
nos quais realizou-se uma ferida cutanea no dorso do rato, n3o utilizando
nenhuma substancia no curativo;

b) grupo Il — foi determinado de grupo Jatropha e constituido de 30 animais,
nos quais realizou-se uma ferida cutdnea no dorso do rato e utilizou-se

extrato bruto de Jatropha gossypiifolia L. no curativo diario.
3.4 PRE-OPERATORIO

Os ratos foram mantidos em jejum por 6 horas previas ao procedimento

cirurgico, devido serem submetidos a anestesia geral.
3.5 PROCEDIMENTO ANESTESICO

Os ratos foram submetidos a anestesia geral inalatéria com éter sulfarico,
sob campéanula de vidro. O rato foi considerado anestesiado apds estar inconsciente,
sem movimentos voluntarios e sem reagdo ao manuseio cirargico. A dose anestésica
durante a cirurgia foi baseada em observagdo da amplitude e frequéncia dos
movimentos respiratorios.

Depois de anestesiados os animais foram pesados, identificados com acido
picrico. Da seguinte maneira: cabega, cauda, lateral direita, lateral esquerda e
bilateral, com isto o autor tinha a individualidade de cada animal na caixa do biotério.

Cada caixa com 5 ratos foi identificada segundo o grupo de estudo.
3.6 PROCEDIMENTOS OPERATORIOS

Apds a anestesia, cada rato do grupo controle e do grupo Jatropha foi,
posicionado em decubito ventral, imobilizados em prancha operatoria, e submetidos
a epilagdo, na regido dorsal em area de 6 cm? localizada caudalmente a uma linha

imaginaria que passava na borda inferior das orelhas.
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Para a demarcagio da pele a ser retirada, utilizou-se um punch metalico que
continha uma lamina cortante na sua borda inferior (Figura 3 e 4). Em seguida foi
retirado um fragmento cutdneo com 2 cm de di@metro no centro da area epilada, até
a exposicdo da fascia muscular dorsal (Figura 5). A hemostasia foi realizada por
compressao digital, utilizando-se gaze estéril.

FIGURA 3 — PUNCH METALICO
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FIGURA 4 — DEMARCAGCAO DA PELE COM PUNCH METALICO NA
REGIAO DORSAL DO RATO

FIGURA 5 — EXPOSICAO DA FASCIA MUSCULAR DORSAL DO RATO
APOS EXERESE DA PELE E TELA SUBCUTANEA

Apobs a hemostasia nos animais do grupo controle ndo sofreram aplicagdo de
medicamentos ou curativo. No grupo Jatropha realizou-se, gotejamento com seringa
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de Insulina de 0,1 ml do extrato bruto de Jatropha, ap6s o procedimento operatorio,
continuando a aplicagéo nos dias subseqiientes uma vez por dia na concentragéo de

100 mg/ml, pela manha e sem curativo.

3.7 POS-OPERATORIO

Apds o término do procedimento operatério observou-se parametro de
recuperagéo anestésica dos animais, com a regularizagdo de freqiiéncia respiratéria

e inicio de movimentagao ativa.

3.8 MORTE DOS ANIMAIS

Cada grupo de animal foi dividido em 3 sub-grupos: sub-grupo 7 no grupo
controle e grupo Jatropha no qual os ratos eram mortos no 7° dia de pds-operatorio.
O sub-grupo 14 no grupo controle e no grupo Jatropha no qual os ratos eram mortos
no 14° dia de pds-operatorio. O sub-grupo 21 no grupo controle e grupo Jatropha no
qual os ratos eram mortos no 21° dia de pos-operatorio, estando os animais
numerados de 1 a 60. (FIGURA 6). Utilizou-se dose letal de éter por via inalatéria

para promover a morte dos animais no 7°, 14° e 21° dia de pds-operatério.
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FIGURA 6 — DIAGRAMA DE DISTRIBUIGAO DOS GRUPOS E SUBGRUPOS

GRUPO CONTROLE |
n =30
| SUBGRUPO | SUBGRUPO | SUBGRUPO
. Controle 7° dia | Controle 14° dia | Controle 21° dia
. n=10 | n=10 | . n=10
GRUPO JATROPHA |
n=30 |
SUBGRUPO i l SUBGRUPO | ' SUBGRUPO
| Jatropha 7° dia Jatropha 14° dia | | Jatropha 21° dia
. n=10 | | n=10 . n=10

3.9 AVALIACAO MACROSCOPICA

3.9.1 Peso dos animais

Os ratos foram pesados no dia da cirurgia e no dia da morte dos animais.

Calculou-se a variagdo ponderal acumulativa, que € representada pela diferenga

entre 0 peso na eutanasia e o peso inicial. A balanga utilizada para afericdo foi

regulada com os padrées do INMETRO. Os valores foram mensurados e

assinalados em grama.
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FIGURA 7 — BALANGA DIGITAL UTILIZADA PARA PESAGEM DOS ANIMAIS

3.9.2 Planimetria digital

Determinagédo do maior diametro da ferida e os aspectos macroscépicos da
ferida operatdria foi observado, utilizou-se uma lupa com 2,5 vezes de aumento. A
ferida foi medida com maior didmetro com paquimetro digital (STAINLESS®),
graduado em milimetros. Os dados foram anotados em ficha protocolo para posterior
comparagdo. As medidas da ferida cutanea foram realizadas no 7°, 14° e 21° dia de
observagao.
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FIGURA 8 - PAQUIMETRO DIGITAL
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Depois de sacrificados, os animais foram fotografados em prancha cirurgica
forradas com papel cartdo preto. Utilizou-se uma camera digital Canon, modelo
Power Shot A100, de resolugéo de 1.3 e Zoom de 3.2, fixada em tripé, mantida a
uma distancia constante do objeto de 34cm. As imagens foram transferidas para um
computador Pentium |V e analisadas através do Software Auto Cad 14 (Autodesk,
Estados Unidos), com seu aplicativo Poliline para célculo da area da ferida cutanea,
tendo como referéncia a medida do maior diametro realizada com o paquimetro
digital e transformada em medida decimal.

3.10 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

O processamento histoldgico e a andlise das laminas foram realizados no
Laboratério de Patologia do Hospital Universitario Presidente Dutra — UFMA.

O material foi retirado logo apds a morte do animal, sendo retirada a cicatriz
ou lesdo cuténea com margem de 1 cm de pele em torno da lesdo, com
profundidade até a musculatura dorsal do animal, sendo identificada cada pega
isoladamente de acordo com as marcag¢des adotadas, colocando-se em solugbes de
formol a 10% em recipiente plastico e fixado em isopor com alfinete e encaminhado
ao Laboratério. A partir do material fixado em formol a 10%, procedeu-se a técnica
histolégica de rotina incluindo as etapas de desidratagdo gradativas, diafanizagao,
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infiltragdo e emblocamento em parafinas das amostras. A partir de cada bloco de
parafina obteve-se 1aminas de cada animal. Posteriormente corada pela técnica de
Hematoxilina-Eosina e Tricbmico de Masson. As ldminas foram numeradas de

acordo com o numero do animal e ao subgrupo a que pertencia.

3.11 AVALIACAO MICROSCOPICA

As anadlises dos cortes histolégicas foram realizadas em microscopico(
OLYMPUS®) tetraocular pelo mesmo patologista e o autor. O campo histologico de
cada lamina da ferida cutanea foi avaliado, utilizando-se as objetivas de 5, 10 e 40
vezes de aumento e ocular de 10 vezes. Os critérios histolégicos incluiram:
inflamagdo aguda, inflamagéo crénica inespecifica, proliferagdo fibroblastica,

colagenizacéo e epitelizagao da ferida.

3.11.1 Inflamagé&o aguda

Foi avaliado pela presenga de proliferagdo vascular e polimorfonucleares
estas duas variaveis foram classificadas individualmente em:

a) Ausente: indica a auséncia de inflamag&o aguda;

b) Discreta: quando havia proliferagdo vascular e polimorfonucleares
isolados e espessos;

c) Moderada: quando havia proliferagédo vascular e polimorfonucleares
agregados parcialmente a area lesada;

d) Acentuada: quando havia proliferagdo vascular e polimorfonucleares

agregados e confluentes atingindo toda a area da leséo.

3.11.2 Inflamagéo crénica

Foi classificada de acordo com a quantidade relativa de mononucleares
(linfécitos, plasmocitos e/ou macréfagos) na area da ferida.
a) Ausente: quando ndo havia mononucleares na area observada;

b) Discreta: quando haviam mononucleares isolados e espessos;
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c) Moderada: quando havia leucécitos mononucleares agregados

parcialmente a area lesada;

d) Acentuada: quando havia leucocitos mononucleares agregados e

confluentes atingindo toda area da leséo.

3.11.3 Proliferagao fibroblastica

Foi classificada em:

d)

Ausente: quando néo havia fibroblasto;

Discreta: quando havia espagos fibroblastos proliferados em meio ao
tecido conjuntivo frouxo;

Moderada: quando havia pequenos feixes multidirecionais de
fibroblastos;

Intensa ou Acentuada: quando havia fibroblastos constituindo feixes

compactos arranjados multidirecionalmente.

3.11.4 Colagenizagao

Foi classificada como:

a)
b)

Ausente: quando nédo havia fibras colagenas depositadas;

Discreta: quando a deposi¢cdo de fibras colagenas era em pequena
intensidade, caracterizada por esparsas fibras depositadas em meio aos
fibroblastos proliferados;

Moderada: quando as fibras de colageno depositadas formavam feixes
espessos eosinofilicos intercalados com areas de tecido conjuntivo
frouxo e fibroblastos proliferados;

Acentuada: quando havia grande deposi¢do de fibras colagenas
constituindo feixes espessos e compactos em meio a fibroblasto

proliferados e sem area de tecido conjuntivo frouxo.
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3.11.5 Epitelizagao

Foi classificada como:

a) Ausente: quando a superficie do ferimento ndo apresenta epitélio;
b) Parcial: quando a superficie da lesdo se encontra parcialmente
epitelizada;

c) Completa: quando toda a superficie da lesdo apresenta-se epitelizada.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando-se o programa Statistica for Windows
5.1 (MICROSOFT).

Para analise dos resultados foram aplicados os seguintes testes:

1. teste t de Student para comparar as variaveis numéricas da area
cirargica, peso inicial e final. A avaliagdo dos efeito entre os grupo
controle e grupo Jatropha foi feita pelo teste ANOVA com dois fatores;

2. teste de Mann-Whitney para avaliagao de variaveis histologicas;

3. teste de Kruskal-Wallis para avaliagédo de variaveis entre os grupos.

Fixou-se em 5% (p < 0,05) o nivel de rejei¢gdo da hipétese de nulidade.
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4 RESULTADOS

4.1 ATO OPERATORIO E EVOLUCAO POS-OPERATORIO

O ato operatério transcorreu sem complicagdes. Todos os ratos
recuperaram-se da anestesia. As avaliagdes clinicas diarias mostraram recuperagao,
com manutengdo do estado geral, presenca de atividade fisica e disposigdo para
alimentag&o no grupo controle e grupo Jatropha.

4.2 PESO DOS ANIMAIS
Os ratos de ambos os grupos ganharam peso durante todo o estudo. O

grafico demonstra o peso médio dos animais do grupo controle e grupo Jatropha.

GRAFICO 1 — MEDIA E DESVIO-PADRAO DO PESO FINAL DOS GRUPOS
CONTROLE E JATROPHA

PESO FINAL (g)
g 8 & 8§ &

g

g
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4.3 AVALIA(;AO MACROSCOPICA
4.3.1 Exame da ferida cutanea

Na evolugdo da ferida cutanea tanto no grupo controle como no grupo
Jatropha houve exsudacédo plasmatica com formagdo de crostas delicadas até o 7°
dia.

A partir do 7° dia houve espessamento da crosta. A partir do 14° dia a crosta
se destacou, evoluindo para tecido de granulagdo e epitelizagdo completa no 21° dia

com surgimento de novos pelos ao redor da lesdo, em todos os animais.
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FIGURA 9 - FOTOS DE ANIMAIS DO GRUPO CONTROLE
MOSTRANDO AS LESOES CUTANEAS NO 7° (A),
14° (B), 21° (C) DIA DE OBSERVAGAO P.0.

’

[GRUPO CONTROLE |
DIA 14
ANIMAL R17
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FIGURA 10 - FOTOS DE ANIMAIS DO GRUPO Jatropha
MOSTRANDO AS LESOES CUTANEAS
NO 7° (A), 14° (B), 21° (C) DIA DE
OBSERVAGAO P.O.

GRUPO JATROP
DIA 07
ANIMAL R33

UPO JATROPHA

e
{GRUPO JATROPHA
DIA 21
ANIMAL R52
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4.3.2 Evolugéo da area da ferida

A area da ferida evoluiu com diminuicdo gradativa, conforme Tabela 1

abaixo.

TABELA 1 — RATOS DOS GRUPOS CONTROLE E Jatropha, SEGUNDO A AREA DAS FERIDAS
(mm2) OBSERVADOS NO 7°, 14° E 21° DIA POS-OPERATORIO

GRUPO CONTROLE GRUPO Jatropha
7° 14° 21° 7° 14° 21°
Rato Area Rato Area Rato Area Rato Area Rato Area Rato Area
1 1,38 11 0,01 21 0 31 1,32 41 0,05 51 0
2 1,76 12 0,01 22 0 32 1,28 42 0,14 52 0
3 1,19 13 0,05 23 0 33 1,48 43 0,03 53 0
4 1,57 14 0,13 24 0 34 1,12 44 0 54 0
5 0,80 15 0,07 25 0 35 0,95 45 0,06 55 0
6 1,36 16 0,21 26 0 36 1,56 46 0 56 0
7 1,28 17 0,33 27 0 37 0,67 47 0,12 57 0,03
8 213 18 0,11 28 0 38 0,70 48 0,33 58 0
9 1,54 19 0,03 29 0 39 1,03 49 0, 59 0
10 1,73 20 0,19 30 0 40 0,40 50 0,07 60 0,09

NOTA: 7° = sétimo dia pds operatério; 14° = décimo quarto dia poés-operatério e 21° = vigésimo

primeiro dia pés-operatério

4.4 AVALIACAO MICROSCOPICA

Os

apresentados comparativamente, conforme o periodo pds-operatorio.

4.4.1 Reagéo inflamatdria aguda

4.4.1.1 Proliferagdo vascular

resultados dos varios parametros da analise histolégica sé&o

No 7° dia pos-operatério, a proliferagdo vascular, foi classificada como
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moderada em dois animais e acentuada em oito animais do grupo controle, em
moderada em um animal e acentuada em nove animais do grupo Jatropha. Nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. No 14° dia, a
proliferagé&o vascular foi classificada como discreta em sete animais e moderada em
trés animais do grupo controle. No grupo Jatropha foi classificada como discreta em
cinco animais, moderada em quatro animais e acentuada em um animal. No 21° dia,
pos-operatorio a proliferagdo vascular foi classificada como discreta em nove
animais e moderada em um animal do grupo controle. No grupo Jatropha foi

classificada como ausente em oito animais e discreto em dois animais (TABELA 2).

TABELA 2 — INTENSIDADE DA INFLAMAGAO AGUDA COM AV:’-\LIACAO DA PROLIFERAGCAO
| VASCULAR OBSERVADOS NA FASE DE REPARACAO TECIDUAL DOS RATOS DO
GRUPO CONTROLE E DO GRUPO JATROPHA NO 7° 14° E 21° DIA POS-

OPERATORIO
7° dia 14° dia 21° dia
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Jatropha Controle Jatropha Controle Jatropha
Ausente 0 0 0 0 0 8
Discreta 0 0 7 5 9 2
Moderada 2 1 3 4 1 0
Acentuada 8 9 0 1 0 0
Total 10 10 10 10 10 10

p=0,162 p=0,462 p=0,002
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FIGURA 11 - FOTOMICROGRAFIAS DE PELE DE RATOS DO GRUPO CONTROLE MOSTRANDO
A PROLIFERAGAO VASCULAR CONFORME O DIA DE OBSERVAGAO POS
OPERATORIA. COLORAGAO H.E. NAS FOTOS DO 7° (A), 14° (B), 21 (C) DIA
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FIGURA 12 - FOTOMICROGRAFIAS DE PELE DE RATOS DO GRUPO JATROPHA MOSTRANDO
A PROLIFERAGAO VASCULAR CONFORME O DIA DE OBSERVAGAO POS
OPERATORIA. COLORAGAO H.E. NAS FOTOS DO 7° (A), 14° (B), 21 (C) DIA
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4.4.1.2 Polimorfonucleares

A intensidade de polimorfonucleares no 7° dia se mostrou moderada em dois
animais e acentuada em oito animais do grupo controle. No grupo Jatropha foi
moderada em um animal e acentuada em nove animais. No 14° dia a intensidade de
polimorfonucleares foi classificada como ausente em seis animais, discreta em dois
animais e acentuada em dois animais do grupo controle. No grupo Jatropha foi
ausente em sete animais, discreta em um animal. No 21° dia pds-operatério, a
intensidade de polimorfonucleares foi classificada como ausente em dez animais do
grupo controle. No grupo Jatropha foi classificada como ausente em dez animais.
N&o havendo nenhum resultado significativo (TABELA 3).

TABELA 3 - INTENSIDADE DA INFLAMAGAO AGUDA COM AVALIACAO DE
POLIMORFONUCLEARES OBSERVADOS NA FASE DE REPARACAO
TECIDUAL DOS RATOS DO GRUPO CONTROLE E DO GRUPO JATROPHA
NO 7°, 14° E 21° DIA POS-OPERATORIO

7° dia 14° dia 21° dia
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Jatropha Controle Jatropha Controle Jatropha
Ausente 0 0 6 7 10 10
Discreta 0 0 2 1 0 0
Moderada 2 1 2 0 0 0
Acentuada 8 9 0 2 0 0
Total 10 10 10 10 10 10
p=0,678 p=0,775 p=1,000

4.4.2 Reacao inflamatéria crénica

No 7° dia pos-operatério, a reagao inflamatéria crénica esteve moderada em
oito animais e acentuada em dois animais do grupo controle. No grupo Jatropha foi
classificada como discreta em dez animais. No 14° dia pds-operatério, a reagédo
inflamatdria crénica esteve ausente em um animal, discreta em quatro animais e
moderada em cinco animais do grupo controle. No grupo Jatropha foi classificada

como ausente em nove animais e discreta em um animal. No 21° dia p6s-operatorio,
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a reacgao inflamatdria crénica, esteve discreta em nove animais e moderada em um
animal do grupo controle. No grupo Jatropha foi classificada como discreta em dez
animais. Havendo resultado significativo apenas no 7° dia p6s-operatério (TABELA
4).

TABELA 4 - |INTENSIDADE DA INFLAMAGAO CRONICA COM AVALIACAO DOS
_ MONONUCLEARES OBSERVADOS NA FASE DE REPARACAO TECIDUAL
DOS RATOS DO GRUPO CONTROLE E DO GRUPO JATROPHA NO 7°, NO 14°

E 21° DIA POS-OPERATORIO

7° dia 14° dia 21° dia
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Jatropha Controle Jatropha Controle Jatropha
Ausente 0 0 1 9 0 0
Discreta 0 10 4 1 9 10
Moderada 8 0 5 0 1 0
Acentuada 2 0 0 0 0 0
Total 10 10 10 10 10 10
p=0,0001 p=0,369 p=0,775

4.4.3 Proliferagao fibroblastica

No 7° dia pds-operatério, a proliferagédo fibroblastica, esteve discreta em
nove animais, moderada em um animal do grupo controle. No grupo Jatropha foi
classificada como discreta em um animal, moderada em sete animais, acentuada em
dois animais. No 14° dia pds-operatério, a proliferagéo fibroblastica esteve moderada
em quatro animais, acentuada em seis animais do grupo controle. No grupo Jatropha
foi classificada como discreta em um animal, moderada em trés animais, acentuada
seis animais. No 21° dia pods-operatorio, a proliferagado fibroblastica, esteve
moderada em um animal, acentuada em nove animais do grupo controle. No grupo
Jatropha foi classificada como discreta em um animal e acentuada em nove animais.

Havendo resultado significativo apenas no 7° dia pds-operatorio (TABELA 5).
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TABELA 5 — INTENSIDADE DA PROLIFERAGAO FIBROBLASTICA NA FASE DE REPARAGCAO

TECIDUAL DOS RATOS DO GRUPO CONTROLE E DO GRUPO Jatropha NO 7°, NO
14° E 21° DIA POS-OPERATORIO

7° dia 14° dia 21° dia
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Jatropha Controle Jatropha Controle Jatropha
Ausente 0 0 0 0 0 0
Discreta 9 1 0 1 0 1
Moderada 1 7 4 3 1 9
Acentuada 0 2 6 6 9 0
Total 10 10 10 10 10 10

p=0,002 p=0,824 p=0,705
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FIGURA 13 - FOTOMICROGRAFIAS DE PELE DE RATOS DO GRUPO CONTROLE MOSTRANDO
A PROLIFERAGAO FIBROBLASTICA CONFORME O DIA DE OBSERVAGAO POS
OPERATORIA. COLORAGCAO H.E. NAS FOTOS DO 7° (A), 14° (B), 21 (C) DIA
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FIGURA 14 - FOTOMICROGRAFIAS DE PELE DE RATOS DO GRUPO Jatropha MOSTRANDO A
PROLIFERAGAO FIBROBLASTICA CONFORME O DIA DE OBSERVACAO POS
OPERATORIA. COLORAGAO H.E. NAS FOTOS DO 7° (A), 14° (B), 21 (C) DIA
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4.4.4 Colagenizagao

No 7° dia pds-operatério, a colagenizagéo esteve ausente em quatro
animais, discreta em seis animais do grupo controle. No grupo Jatropha foi
classificada como discreta em oito animais e moderada em dois animais. No 14° dia
pos-operatério, a colagenizagdo esteve discreta em dez animais do grupo controle.
No grupo Jatropha foi classificada como discreta em quatro animais, moderada em
seis animais. No 21° dia pds-operatorio, a colagenizagdo esteve discreta em um
animal, moderada em oito animais e acentuada em um animal do grupo controle. No
grupo Jatropha foi classificada como discreta em cinco animais, moderada em
quatro animais e acentuada em um animal. Houve resultado significativo no 7° dia

pos-operatério, e resultado significativo no 14° dia pds-operatério (TABELA 6).

TABELA 6 — INTENSIDADE DA COLAGENIZAGAO OBSERVADA NA REPARAGAO TECIDUAL
DOS RATOS DO GRUPO CONTROLE E DO GRUPO Jatropha NO 7°, NO 14° E 21°
DIA POS-OPERATORIO

7° dia 14° dia 21° dia
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Jatropha Controle Jatropha Controle Jatropha
Ausente 4 0 0 0 0 0
Discreta 6 8 10 4 1 5
Moderada 0 2 0 6 8 4
Acentuada 0 0 0 0 1 1
Total 10 10 10 10 10 10

p=0,049 p=0,027 p=0,174
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FIGURA 15 - FOTOMICROGRAFIAS DE PELE DE RATOS DO GRUPO CONTROLE MOSTRANDO
A COLAGENIZAGAO CONFORME O DIA DE OBSERVAGAO POS OPERATORIA.
COLORAGAO T.M. NAS FOTOS DO 7° (A), 14° (B), 21 (C) DIA
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FIGURA 16 — FOTOMICROGRAFIAS DE PELE DE RATOS DO GRUPO Jatropha MOSTRANDO A
COLAGENIZACAO CONFORME O DIA DE OBSERVAGAO POS OPERATORIA.
COLORAGAO T.M. NAS FOTOS DO 7° (A), 14° (B), 21 (C) DIA
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4.4.5 Reepitelizagdo

No 7° dia pds-operatério, a reepitelizagédo esteve ausente em dez animais do
grupo controle. No grupo Jatropha foi classificada como ausente em trés animais,
parcial em seis animais e completa em um animal. No 14° dia pds-operatodrio, a
reepitelizagdo esteve parcial em dois animais, completa em oito animais do grupo
controle. No grupo Jatropha foi classificada como ausente em um animal, completa
em nove animais. No 21° dia pos-operatorio, a reepitelizagdo esteve completa em
dez animais do grupo controle. No grupo Jatropha foi classificada como completa em
dez animais. Havendo resultado significativo apenas no 7° dia pds-operatério
(TABELA 7).

TABELA 7 — INTENSIDADE DA REEPITELIZAGAO OBSERVADA NA FASE DE REPARAGAO
TECIDUAL DOS RATOS DO GRUPO CONTROLE E DO GRUPO Jatropha NO 7°, NO
14° E 21° DIA POS-OPERATORIO

7° dia 14° dia 21° dia
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Jatropha Controle Jatropha Controle Jatropha
Ausente 10 3 0 1 0 0
Parcial 0 6 2 0 0 0
Completa 0 1 8 9 10 10
Total 10 10 10 10 10 10

p=0,002 p=1,000 p=1,000
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FIGURA 17 - FOTOMICROGRAFIA DA PELE DE RATOS DO GRUPO Jatropha MOSTRANDO A
REEPITELIZACAO CONFORME O DIA DE OBSERVAGAO POS-OPERATORIA,
COLORAGAO TM NAS FOTOS DO 7°, 14° E 21° DIA
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5 DISCUSSAO
5.1 MODELO EXPERIMENTAL

Utilizou-se na constituigdo da amostra o rato da linhagem Wistar. Este
animal, sendo de pequeno porte, de facil aquisicdo e padronizagdo no que diz
respeito & idade, peso, sexo, alojamento, alimentagdo, cuidados de limpeza e
manipulagdo experimental, € o mais utilizado mundialmente na experimentagéo
cientifica. O rato Wistar apresenta muito boa resisténcia & manipulagdo e agresséo
cirurgicas, as infecgbes e podem ser utilizados em amostras significativas, para
constituicdo sub grupal, tendo possibilidade de anestesia por via inalatoria,
intraperitonial ou intravenosa, conforme o experimento.

A pele de rato apresenta uma diferenga importante em relagdo a pele
humana que é a auséncia de um limite definido entre derme papilar e derme
reticular., MCFARLANE, DEYONG e HENRY (1965), referem que apesar dos
achados histolégicos diferentes da pele humana (a derme do rato é mais espessa e
ndo apresenta tecido gorduroso subcutaneo nem tela muscular subcutanea), os
vasos sanguineos responsaveis pela irrigagdo cutanea sdo subdérmicos em ambos
e apresentam as mesmas alteragées de perfusdo de macro e microvascularizagéo.

Rotineiramente utiliza-se o rato como modelo experimental do estudo da
cicatrizagdo e teste de drogas na pele, pelo fato do animal ja ter sido padronizado
por muitas pesquisés nos seguintes estudos (ALVARES, 1972; UZUNIAM, 1979;
SIMOES; UZUNIAM; MORA; SASSO, 1985; MASINI; CALAMO, 1986; SIMOES;
CABRAL; BOYACIYAN; KULAY Jr; SASSO, 1986; PRATA; HADDAD;
GOLDENBERG; SIMOES; MOURA; TRABULSI, 1988; TEVES; SIMOES; MARTINS;
MARCHINI, 1989; SANCHEZ NETO; BARONE; TEVES; SIMOES; NOVO; JULIANO,
1993; MARCHINI, 1994).

Os ratos utilizados nesta pesquisa eram machos e adultos, pois segundo
TEVES (1978), variagbes hormonais do ciclo estral de fémeas, poderiam interferir no
mecanismo de reparagédo tecidual. NIAL, RYAN e O’BRIAN (1992) observaram
diferengas no processo cicatricial por agdo do horménio de crescimento na epiderme

sobre a cicatrizagdo de ratos.
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5.2 ESCOLHA DO FITOTERAPICO

A Jatropha gossypiifolia L., pertencente a familia Euphorbiaceaes é uma das
maiores dicotiledéneas, na regido da Hiléia Amazénica. E conhecida popularmente
como pido-Roxo, jalopdo, batata-de-téu, pido-curador, pido-pajé, pinhdo-roxo, erva-
purgante, mamoninha, raiz-de-téu, pido-caboclo. Possui folhas e frutos, com grande
uso na medicina popular, utilizando-se, o banho preparado com folhas como anti-
séptico, as folhas cortadas com Sebo de Holanda e aquecidas no fogo s&o utilizadas
na forma de compressas para dores de cabega. A planta é purgativa; util nas
obstrucéo intestinal, na hidrépsia e no tratamento do reumatismo segundo Corréa,
1984. A aplicacdo do latex no local e tida como util contra feridas e mordidas de
animais pegonhentos, no Piaui (EMPERAIRE, 1982). Em Brasilia, as sementes séo
usadas contra gripes fortes (BARROS, 1982) no Para, o cha das folhas é usado
como antitérmico; o banho contra feridas (AMOROZO; GELY, 1988).

N&o se observou na literatura médica consultada, nenhum trabalho clinico
ou experimental que avaliasse o uso de Jafropha gossypiifolia L. como cicatrizante

nas lesdes cutaneas de ratos.
5.3 AMOSTRA

Foram delineados dois grupos de estudos denominado Grupo Controle (GC),
Jatropha (GJ). No sacrificio dos animais cada grupo foi dividido em trés subgrupos
avaliados no 7°, 14° e 21° dia pés-operatorio. Na literatura encontramos trabalhos de
cicatrizagdo que demonstraram que os dias mais significantes para o estudo do
processo de reparagdo tecidual da pele sdo 3°, 7°, 14° e 21° dia pds-operatorio
conforme SIMOES, UZUNIAM, MORA e SASSO (1985) e outros como MARCHINI,
MARTINS, TEVES e SIMOES (1988). Constataram quando usaram substancias
como cicatrizantes, que houve diferengas significativas a partir do 7°, 14° e 21° dia
pbs-operatorio.

Adotou-se estes periodos de avaliagdo para observar-se a ocorréncia dos
fendbmenos cicatriciais que ocorrem na fase inicial tipo proliferagdo vascular,
presenca de polimorfonucleares e que foram observados no 7° dia pos-operatorio.

Uma observagdo média no 14° dia e no 21° dia pds-operatdrio, na qual a ferida esta
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na fase quase completa de fechamento. Com esta distribuigdo, obteve-se uma
observagéo regular na fase mais dindmica da cicatrizagéo da ferida cutanea.

A ferida foi padronizada na regido dorsal do animal em regido previamente
epilada. A epilagdo do dorso dos animais foi feita através de método manual e nédo
mecanico, pelo fato de que a tragdo manual dificiilmente causa lesGes na pele
(ferimentos) ao contrario do que acontece com o uso de aparelhos laminados.
Quanto ao tamanho da leséo utilizamos uma medida constante de 2cm de didmetro,
sendo a pele do rato, demarcada com o auxilio de um punch metalico. A seguir este
circulo de pele foi ressecado com tesoura de iris, até a exposicdo da fascia muscular
dorsal, o que permitem uma adequada observagdo experimental pretendida do
processo tecidual da pele de ratos e ja utilizada por autores como: MARCHINI,
MARTINS, TEVES e SIMOES (1988); TEVES, CABRAL, SIMOES e KULAY Jr
(1989); SANCHEZ NETO, BARONE, TEVES, SIMOES, NOVO e JULIANO (1993),
MARCHINI (1994).

5.4 AVALIACAO MACROSCOPICA
5.4.1 Peso

A avaliagdo do peso corporal € um parametro pratico e o mais empregado
para avaliagdo do estado nutricional de animais de experimentagdo. Na avaliagéo
nutricional, a perda ou ganho ponderal e melhor interpretada quando colocada a
variagdo ponderal acumulativa, que é representada pela diferenga entre o peso final
e o peso inicial (THORBER, 1982). Embora se objetivou a avaliag&o nutricional dos
ratos e a ferida cutanea ndo fosse um trauma cirargico de proporgdes grandes, esta
analise foi tabulada como um resultado marginal. No presente estudo n&o houve
diferenga significativa no peso entre os sub-grupos de animais, com ganho de peso

semelhante.
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5.4.2 Avaliagao da area da ferida

Para este estudo foram idealizados dois grupos: grupo controle e grupo
Jatropha. No grupo controle nao foi utilizado nenhuma substancia na lesdo durante
os periodos de observagéo no 7°, 14° e 21° dia p6s-operatorio.

No grupo Jatropha foi utilizado 0,1iml do extrato bruto de Jatropha
gossypiifolia L. diariamente na ferida cutanea dos ratos durante o periodo de
avaliagdo no 7°, 14° e 21° dia de p6s-operatério.

No primeiro periodo de observagdo, ou seja, no 7° dia de pds-operatorio
houve formagéo de crosta mais exuberante no grupo Jatropha do que no grupo
Controle. A partir do 14° dia até o 21° dia houve evolugéo igual na reparagéao tecidual
do ferimento cutaneo.

A area da ferida evoluiu com diminuigdo gradativa. Ndo havendo diferenca
significativa entre os grupos Controle e Jatropha.

Foi utilizado para avaliagdo da area a planimetria digital, utilizando-se o
programa Auto Cad 14 (Autodesk) para delimitagao através do seu aplicativo Poliline
para calculo da area da ferida cuténea, tendo como referéncia a medida do maior

diametro realizada com o paquimetro digital, transformada em medida decimal.
5.5 AVALIACAO MICROSCOPICA

Segundo autores como BEVILACQUA, MODOLIN, ALMEIDA e CHAPCHAP
(1981); CARRICO, MEHRHOF e COHEN (1984); MODOLIN e BEVILACQUA (1985);
TEVES, CABRAL, SIMOES, KULAY Jr (1986); disseram que a cicatrizagdo é um
fenémeno fisico, quimico e bioldgico, que inicio imediatamente apds a leséo tecidual
e ainda nao esta totalmente esclarecido. .

O processo de reparagdo tecidual apresenta vérias fases com caracteristicas
proprias que se desenvolvem concomitantemente conforme descrito por
BEVILACQUA, MODOLIN, ALMEIDA e CHAPCHAP (1981); TEVES, CABRAL,
SIMOES e KULAY Jr (1986); SIMOES, CABRAL, BOYACIYAN, KULAY Jr. e SASSO
(1986).

Ap6s a retirada do fragmento de pele ocorre a formagédo de uma solugéo de

continuidade que é preenchida inicialmente por fibrina, coagulo e exsudato
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inflamatério, formando a crosta que recobre a ferida (BEVILACQUA; MODOLIN;
ALMEIDA; CHAPCHAP, 1981; SANCHEZ NETO; BARONE; TEVES; SIMOES:;
NOVO; JULIANO, 1993; MARCHINI, 1994).

A espessura da crosta no grupo Jatropha foi significamente maior quando
comparado ao grupo Controle no 7° dia de pés-operatorio.

A fase inicial do processo de reparagdo é a inflamagédo, com a presenga de
um exsudato inflamatério, vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular,
extravasamento de plasma, hemacias, leucdcito, principalmente neutréfilos e
mondcitos seguida da presenga de macréfagos (BEVILACQUA; MODOLIN;
ALMEIDA; CHAPCHAP, 1981; CARRICO; MEHRHOF; COHEN, 1984; MODOLIN;
BEVILACQUA, 1985; SIMOES; CABRAL; BOYACIYAN; KULAY Jr.; SASSO, 1986).

O processo inflamatdrio foi encontrado neste estudo em ambos os grupos,
nao havendo diferenga significativa entre os grupos no 7° dia, 14° dia e 21° dia.

Na fase de fibroplasia que se inicia cerca de quarenta e oito horas apos a
lesdo, surgem os fibroblastos que se multiplicam e produzem componentes como, a
substancia fundamental e o colageno. Observa-se também, nesta fase uma intensa
proliferagdo endotelial. Estes formam o tecido de granulagdo (MODOLIN;
BEVILACQUA, 1985).

No 7° dia o tecido de granulagdo foi encontrado em ambos os grupos
estudados, sendo que no grupo Jatropha havia descrito aumento de proliferagéo
fibroblastica. No 14° dia o tecido de granulagdo estava mais rico em fibroblastos,
porém sem diferencga significativa entre o grupo Controle e o grupo Jatropha. No 21°
dia ndo houve resultado significativo em relagdo a proliferagéo fibroblastica.

Em 1972, ALVARES observou fibras colagenas dispostas paralelamente a
superficie da lesdo em torno do 14° dia de evolugéo, coincidindo com a epitelizagao
da lesdo. Encontrou-se situagdo semelhante; porém no grupo Jatropha isto ja ocorria
aos sete dias de pods-operatdrio, embora parcialmente, indicando um processo de
reparagdo mais adiantado neste grupo.

MODOLIN e BEVILACQUA (1985) relatam que uma das caracteristicas da
ultima fase do processo de reparagéo tecidual é a regressédo endotelial. Observou-se
fendbmenos semelhantes neste estudo, tanto no grupo Controle como no grupo

Jatropha sem diferenga significativa entre os grupos.
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Nesta fase ocorre a epitelizagdo da lesdo que é controlada por um complexo
glico-protéico denominado chalona e que estimula a atividade mitética epitelial,
segundo MODOLIN e BEVILACQUA (1985). Em nossas observagées, nao
encontrou-se diferengas entre os epitélios das lesGes do grupo Controle e das do
grupo Jatropha no 14° e 21° dia de observagao.

Aos 21 dias de pds-operatorio, tanto o grupo Controle como o grupo
Jatropha apresentava as lesdes totalmente epitelizada.

5.6 DA CONTINUAGAO NA LINHA DE PESQUISA

Ha iniUmeras perspectivas de continuar a linha de pesquisa em fitoterapia
com o uso da Jatropha gossypiifolia L.

Na avaliagdo histologica iremos utilizar processos mais sensiveis e de
preferéncia quantitativo e qualitativo, tais como utilizar a coloragdo com Picrosirius
para contagem de colagenos e dosagem de Hidroxiprolina, na avaliagdo das fases

de reparacao tecidual em feridas cutaneas.
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6 CONCLUSAO

O uso de extrato de Jatropha gossypiifolia L., em feridas cutaneas abertas

em ratos em relagéo ao uso do extrato e sem tratamento mostram que:

1.

na avaliagdo macroscopica ndo houve diferenga significante na
cicatrizagdo das feridas cutdneas comparativamente entre o grupo
Controle e Jatropha avaliados no 7°, 14° e 21° dia pés-operatorio;

a planimetria digital da ferida ndo mostrou diferenga significativa entre o
grupo Controle e o grupo Jatropha;

na avaliagdo microscépica houve diferenca significante no 21° dia pos-
operatoério em relagdo a proliferagdo vascular, que se mostrou mais
acentuada no grupo Jatropha em relagdo ao grupo Controle. Quanto a
intensidade de polimorfonuclear, a reagdo inflamatéria cronica, e
proliferagdo fibroblastica, colagenizagdo e a reepitelizagéo tiveram

evolugdo semelhantes entre os grupos de animais.
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APENDICE 1 — FICHA PROTOCOLO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
MESTRADO INTERINSTITUCIONAL EM CLINICA CIRURGICA

FICHA PROTOCOLO

FITOTERAPICO:

RATO N°:

GAIOLA No:

MARCA:

EUTANASIA: ( )7 dias ( )14dias ( )21 dias
INDUGAO ANESTESICA: MANUTENGAO:

COMPLICAGAO ANESTESICA: ( )Sim ( )N&o

GRUPO: ( ) Controle ( ) Jatropha
TECNICA CIRURGICA
a) Data: / / b) Incisao: cm c) Area da ferida: cm?

d) Sangramento: ( ) Discreto ( )Moderado ( )Acentuado

e) Hemostasia: ( ) Compressdo ( ) Sutura ( ) Ineficaz

f) Fotografias n°(s):

CONTROLE DE PESO:

DIAS

1/2|(3|4|5/6|7|{8|9(10(11]12[13(14|15|16[17[18 192021

Peso
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EVOLUGAO DIARIA

OBSERVACAO DA FERIDA OPERATORIA

Secregao
Fotado Dieta Edema Abaula- | Retragao Obito
Dias (1) Serosa
de P.O. . (1) Aceita (1) Sim (2) Purulenta . (1) Sim (1) Sim
g; ﬁg\;z co (2) Recusa | (2) Nao (3) Sangue g; ﬁgg (2) Nao (2) Nao

(4) Auséncia

NIN|= | alalalalajalala
e S A N I I N I T N = e il Ed LA N I D B

ANALISE HISTOLOGICA

() Ausente ( ) Discreta

Moderada Acentuada

) Ausente ( ) Discreta
Moderada , _ Acentuada

Fad

(
(

“ Ausentew .,,__ S N( )lescreta
Moderada Acentuadaw

) Ausente ” — ( )|scretam
Moderada , Acentuada

L~ —~

( ) Ausente U( )Dls;:retrak
Moderada _ () Acentuada

( )A;Jsente () Parcial
() Completa




