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USO DE POLISSACARIDEO EXTRAiDOADO EXSQDATO DE CAJUE IRO
(Anacardium occidentale L.) NA TERAPEUTICA TOPICA DE FERIDAS

Resumo:

Na ultima década, o heteropolissacarideo provemidat goma do cajueiro tem apresentado
resultados terapéuticos promissores no processucd#&izacdo de feridas. O objetivo deste
experimento foi investigar o efeito da aplicacapidd de solucdo aquosa de polissacarideo
extraido do exsudato de cajueiro (PEEC), em difeseconcentracdes, sobre a cicatrizagdo por
segunda intencao, de feridas cutaneas experimetwmproduzidas em camundongos. Exérese
de retalhos de pele, na dimensdo padronizada denf,Oforam produzidas na regi&o dorso
lateral direita de 70 camundongos, divididos encigrupos de 14 animais, sendo um controle,
um tratado com uma formulagdo comercial conventnogiate utilizada na terapéutica de
ferimentos (considerada referéncia) e outros tr@mdos com solucdo aquosa de PEEC nas
concentracdes de 0,5%, 1,0% e 1,5%, duas vezes.abail realizada a afericdo do percentual
de reducdo das areas das feridas, em quatro ma@anenavaliacdo histopatologica do processo
cicatricial nos dias 3, 7, 10 e 13 apds a cirufg&o foram evidenciadas diferencas significativas
entre grupos quanto ao tempo de fechamento daka$enmporém foi verificado que a solucao
aquosa de PEEC a 1,5% foi a mais efetiva em irtegasa contracdo da area das feridas na fase
inicial do processo cicatricial e reduzir os sindisicos proprios da fase inflamatoéria. Conclui-
se que as solucdes aquosas de PEEC, nas concest@&gd),5%, 1,0% e 1,5% aplicadas
topicamente, ndo diminuem o tempo de cicatrizagéidedidas cutaneas em camundongos,
porém, o tratamento tépico com a solucdo na coragd de 1,5%, duas vezes ao dia, reduz a
fase flogistica e intensifica a reepitelizacdoasefinicial do processo cicatricial.

Palavras-chave:biopolimeros; cicatrizagdo; reparacéao tissulaigtede granulagéo.
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Use of the polysaccharide extracted from the exudatof cashew Anacardium occidentale
L.) in topical therapy of experimental wounds in mce.

Abstract:
In the last decade, the heteropolysaccharide derfinen cashew gum has shown promising
therapeutic results stimulating the healing of waginThe aim of this experiment was investigate
the effect of topical application of aqueous saltfrom polysaccharide extracted from the
exudate of cashew (PEEC) in different concentration the wound healing by secondary
intention of skin wounds produced experimentallymice. Excision of skin flaps in the size
standard ol cnfwere induced on the dorsal right side of 70 misédeid into five groups of 14
being a control, one treated conventionally witbenmercial formulation used for the treatment
of injury (considered a reference) and three tcbateth aqueous solution of PEEC at
concentrations of 0.5%, 1.0% and 1.5%, twice d#yas measured in the percentage reduction
of wound areas in four times, and histopatholog@l@ation of healing on days 3, 7, 10 and 13
after surgery. There were no significant differenbetween groups regarding the time of closing
wounds, but it was found that the aqueous solufdhe PEEC 1.5% was the most effective step
in the contraction of the wound area in the inipakse of the healing process and reduce own
clinical signs of the inflammatory phase. It is cluded that the aqueous solutions of PEEC at
concentrations of 0.5%, 1.0% and 1.5% applied &dlyic not decrease the healing time of
wounds in mice, however, topical treatment with séution at a concentration of 1.5%, twice
daily, reduces the phase phlogistic and intensifiesreepithelialization in the early stages of
healing.

Key words: biopolymers; healing; tissue repair; granulatigsue.
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1 INTRODUCAO

A cicatrizagcdo de feridas € um evento fisiologi@ma vez mais elucidado e diversas
pesquisas tém sido realizadas com o objetivo d@z#r o processo cicatricial.

Apesar de existir grande numero de produtos disp@ipara o tratamento de feridas,
ainda se buscam substancias topicas com este fimpasto pela necessidade de ampliacdo do
arsenal terapéutico quanto pela existéncia de modrgias sobre o tratamento de feridas
(FERREIRA et al., 2003). Ademais, tem sido relatpda alguns estudiosos, a escassez de
informacfes acerca dos efeitos adversos provocpdosalguns componentes dos produtos
comumente utilizados (MARTINS et al., 2005).

Medicamentos para os mais diversos fins continuanue originados, em sua grande
maioria, de produtos naturais (SEGUNDO et al., 200@ra aperfeicoar a cicatrizacéo de lesdes
podem ser utilizados biomateriais, que consistemaieriais interativos capazes de estabelecer
afinidade apropriada com o tecido vizinho sem idduge uma resposta adversa do hospedeiro
(RATNER e BRYANT, 2004). Dentre os biomateriais tdeam-se 0s polissacarideos, os quais
estimulam o sistema imune vitro e in vivo e tendem a contribuir favoravelmente no processo
cicatricial (DIALLO et al., 2001; KWEON et al., 2B0SENEL e McCLURE, 2004).

Popularmente conhecida como cajueiro, a plémeacardium occidentale L. é originaria
do Brasil e dentre uma variedade de aplicacdesaticina popular é também utilizada como
cicatrizante de feridas (MAZZETTO et al., 2009). sfsas utilizando emulsdes do
heteropolissacarideo proveniente da gomArgeardium occidentale L., aplicadas topicamente,
tém apresentado resultados terapéuticos promisgEscializando o processo de cicatrizacao
de feridas cutdneas em camundongos (PAIVA, 200HIBATO et al., 2006). Entretanto, os
mesmos estudos cientificos deixam davidas sobrapelma otimizacdo da reducdo das areas
das feridas e, a avaliacdo da literatura disponpaFimite constatar que sdo escassas as
informacdes acerca do efeito do polissacarideafleito em fases mais avancadas do processo
cicatricial e em diferentes formulagdes.

Considerando-se o0 modo de vida dos animais e agardas tipos de traumas a que sao
submetidos, considera-se que os estudos que passdribuir para o conhecimento acerca do

processo de reparacao de lesbes revestem-se deangie.
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1.2 Cicatrizagao

Ferida ou ferimento, € uma lesdo que resulta ngirmento da continuidade normal de
qualquer uma das estruturas corporais tais come @enembranas mucosas agredidas por
agentes fisicos, quimicos ou biologicos. A capam@dauto-regenerativa € um fendémeno
universal nos seres vivos e indispensavel a soliegia dos mesmos. Em organismos
superiores, a cura ou reparacdo de feridas comdepa um processo bastante complexo e
dindmico o qual envolve fendmenos bioquimicos ainda totalmente desvendaddsste
fendbmeno pode ser prolongado ou mesmo impediddgbores locais e sistémicos. Entre os
fatores locais estdo a presenca de corpos estranfexsdo, necrose e localizagéao da ferida. Os
fatores sistémicos englobam a idade, fatores gmsetiloencas de base como o diabetes e 0 uso
de alguns medicamentos como os corticéides (RUSHTOO7; BORGES, 2008).

A cicatrizacdo pode ocorrer por primeira intengiigndo ha unido imediata das bordas ou
por segunda intencdo, quando as bordas ficam sisaeaha necessidade de formacdo de um
tecido chamado cicatricial (HOWEL e MAQUART, 199Djz-se que h4, ainda, a cicatrizagédo
por terceira intencdo quando se procede ao fechtarseaundario de uma ferida, com utilizacao
de sutura. As feridas agudas sédo geralmente denorigaumatica ou cirdrgica, ocorrem
subitamente e cicatrizam rapida e satisfatoriamefitpielas que ndo cicatrizam no tempo
esperado e com possivel recidiva sdo as feridasicas) causadas frequentemente por
inflamac&o cronica, alteragbes vasculares ou dammsnaticos continuados (DOUGHTY e
SPARKS-DEFRIESE, 2007).

Ackermann (2007) dividiu o reparo em trés faseseqmistas no tempo: (1) inflamacéao, (2)
formacgao do tecido de granulacdo com deposicao ateizmextracelular e (3) remodelacdo
(Figura 1). O reparo completo de tecidos resultaltdenancias sucessivas de reagfes anabdlicas
e catabdlicas que tém os leucotcitos como uns de seais importantes protagonistas
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

1.2.1 Fase inflamatdria

A pele lesada apresenta ruptura dos vasos sanguéneonseqiente sangramento. Os
eventos iniciais do processo de reparo estdo adtpdra o tamponamento destes vasos. Quase
imediatamente apés a injuria ocorre agregacao etaga e liberacdo de mediadores quimicos

soluveis, entre eles o fator de crescimento deoidg®lplaquetas (PDGF), iniciando a cascata da
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cicatrizacdo. Vasodilatacdo, aumento da permeald#id capilar, ativacdo do sistema
complemento, migracéo de polimorfonucleares (PMNg enacrofagos para o leito da ferida séo
caracteristicas da hemostasia que precede a féamatoria. Em seguida, surgem os sinais
classicos que ddo nome a fase — calor, rubor, edatoa(Ll; CHEN; KIRSNER, 2007).

As plaquetas continuam liberando mediadores quiniamteinas adesivas (fibrinogénio,
fibronectina, trombospondina, fator Von Willebrakdll) e fatores de crescimento (PDGF,
TGF-a, TGF$, EGF e FGF) o que estimula a ativagdo de outepuptas formando o coagulo
que interrompe o sangramento (LI; CHEN; KIRSNERP20METCALFE e FERGUSON,
2007). O coagulo, além de limitar a perda de ctnstes circulatérios, fornece uma matriz
preliminar, que alicercard a migracdo das célukspansaveis pelo desencadeamento do
processo de reparo (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Na fase inflamatoria os neutrofilos convergem para@area da ferida cujos numeros
crescentes atingem o0 auge nas primeiras 24 a 48.Heara assumir o lugar dos neutrofilos em
namero decrescente pelo combate aos microrganissnogem o0s macréfagos, recrutados ao
leito ulceral pelos mediadores quimicos liberaddsGHEN; KIRSNER, 2007; METCALFE e
FERGUSON, 2007).

Os macrofagos sao grandes células derivadas decitas@ desempenham um papel
decisivo na inducdo do processo de reparo. Alérmuddiarem os neutréfilos na eliminacao de
bactérias eles fagocitam o tecido necrético promdweo desbridamento da ferida. Os
sinalizadores quimicos produzidos por eles atra@ms macrofagos para o local e intensificam a
migracdo e proliferacdo de fibroblastos e céluladoteliais. Os fibroblastos sdo os principais
componentes do tecido de granulacdo e as céluldstediais promovem a angiogénese.
Adicionalmente, os macréfagos produzem fatores oEscomento incluindo o fator de
crescimento endotelial vascular. Tantas propriesl@dsenciais tornam o macréfago um elo de
transicdo entre a fase inflamatéria e a prolifeeat(BRADLEY et al., 1999; BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005; LI; CHEN; KIRSNER, 2007; METCRE e FERGUSON, 2007).
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Figura 1 — Representacdo esquematica das fases da cicatrdedéridas cutaneas

Nota: (a) Imediatamente apds a injdria, vasos dargs danificados extravasam elementos sanguinaasinas
vasoativas para dentro da derme. A permeabilidadewar € temporariamente aumentada para perniér g
neutrofilos polimorfonucleares (PMNs), plaguetapreteinas plasméticas infiltrem a ferida. Em segwdorre
vasoconstricdo em resposta aos fatores liberadoaspas células. (b) Ocorre a coagulacdo do agregladuetario
com fibrina que é depositada na ferida ap6s a eséwedo fibrinogénio. (c) As plaquetas liberam agratores,
incluindo o fator de crescimento derivado de pléapéPDGF) e fator de crescimento transform@nfeEGF$), que
atraem PMNs para a ferida, sinalizando o iniciinflamacao. (d) Apds 48 horas, macréfagos substitas PMNs
tornando-se a principal célula inflamatéria. Jun®@&INs e macréfagos removem debris da ferida, dinefatores
de crescimento e iniciam a reorganizacdo da mextiacelular. (€) A fase de proliferacéo inicia potta de 72
horas com os fibroblastos, recrutados para a f@rddatores de crescimento liberados pelas célnfnatorias,
iniciando a sintese de colageno. (f) Embora a ¢iexaintese de colageno desacelere apés cercasdeitn@nas, a
reticulacéo e reorganizacao do colageno ocorrermgses apos a injuria na fase de remodelacéo doorep
Fonte: Adaptado de Beanes et al., 2003.
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1.1.2 Fase proliferativa

A segunda fase caracteriza-se por reepitelizaggmangiogénese, deposicdo de matriz e
sintese de colageno (DOUGHTY e SPARKS-DEFRIESE7200 CHEN; KIRSNER, 2007)

Uma vez que ja existe uma matriz provisoéria formaolafibrina, fibronectina e colageno
tipo V, esta serve de alicerce que possibilita grag&o de queratinécitos e a reepitelizacdo do
leito da ferida. Esta migracao ocorre a partirgEnaices remanescentes de pele, como as bordas
da ferida e os foliculos pilosos. Receptores deegnmias, fatores de crescimento e
metaloproteinases (MMP) matrizes também estdo eitha na migracdo dos queratindcitos.
Tais MMPs degradam o colageno tipo IV e rompem eréattia dos queratinécitos as fibras
colagenas possibilitando que avancem pelo leiteralc(Ll; CHEN; KIRSNER, 2007). As
células que migram em direcdo ao leito da feridandon uma Unica camada celular. Este
processo € limitado a uma distancia de trés cetromeéa borda da ferida e pode ser retardado
caso haja tecido necrético em seu trajeto. As &glda primeira camada formada sofrem divisédo
mitotica originando camadas adicionais. Este namdb é bastante fragil e vulneravel a
dessecacao e a ruptura (ORGILL e DEMLING, 1988; BREY et al., 1999).

Cerca de quatro dias apos a injuria, inicia-secangtituicdo dérmica, com o acumulo de
fibroblastos, formacdo do tecido de granulacdo e@al@s arcos capilares (heo-angiogénese).
Neste momento, o fibroblasto passa a predominégittoda ferida, sintetizando colageno e uma
matriz extracelular provisoria rica em fibronectinglastina e proteoglicanos. Este tecido
conectivo sustenta as novas células e os frages arapilares (DOUGHTY e SPARKS-
DEFRIESE, 2007; LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Segundomesmo autores, os fibroblastos
também sofrem diferenciacdo em miofibroblastosylasl pouco proliferativas e com grande
concentracdo de miofibrilas contrateis, assemeliraedas células do muasculo liso. Assim
modificados, podem participar da contracdo da &erid

Mediante a acdo do fator de crescimento derivadopldguetas 1 (PDGF 5-
hidroxitriptamina, angiotensina, vassopressinapefpgina e norepinefrina, as células do leito da
ferida se alinham aos miofibroblastos e uma coatrapificada ocorre na dire¢éo das linhas de
tensdo da pele, exigindo para isso contato céklldece célula-matriz (LI; CHEN; KIRSNER,
2007).

A baixa tensdo de Oe o alto conteudo de acido latico presentes rto ka ferida
juntamente com fatores de crescimento endoteliassulares secretados pelos queratinécitos
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estimulam a neo-angiogénese que diminui a medida guoxigenacdo local aumenta
(DOUGHTY e SPARKS-DEFRIESE, 2007; LI; CHEN; KIRSNEROQ7).

1.1.3 Remodelamento

Por volta do décimo dia, o preenchimento do leédeatida por tecido de granulacdo esta
completo (GUIDOGLI-NETO, 1987; VITORINO FILHO et.aR007), e este é servido por uma
rede capilar e uma rede linfatica em regeneracéleracla, devido a sua reconstrucao ter inicio
posterior ao da vasculatura. A medida que maiadibolagenas vdo sendo depositadas no tecido
de granulacdo, este vai se assemelhando a uma fitaséima caracteristica de cicatriz. As
primeiras fibras de colageno tipo | surgem nesipat este é o tipo de colageno predominante
no tecido conjuntivo denso, sempre formado feixedilbras (BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005).

A fase final do processo de cicatrizagdo envolweirdiicdo da atividade celular e etapas
sucessivas de producdo, digestdo e orientacdoilmtas ftoldgenas (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005; HOSGOOD, 2006). Ocorre o aumento dalygéo de colagenase para digerir o
acumulo excessivo de colageno, regressdo da exmberade de capilares e aumento da
resisténcia do tecido neoformado (BRADLEY et &899, DOUGHTY e SPARKS-DEFRIESE,
2007) devido a reorganizacdo das fibras. Este psocecorre no decorrer de meses ou anos
(Figura 2) e a cicatriz madura alcanca apenas 78%rda ténsil da pele normal (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).
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Figura 2 - Fases ordenadas da cicatrizagao de feridas, egadudo tempo.
Nota: A cicatrizacdo de feridas é dividida em fe&ses: inflamatoria, proliferativa e remodelacamraAliferacao é
uma etapa critica do processo e é caracterizadarparintensa multiplicagdo de células endotelmisimulo de

fibroblastos e sintese de colageno. O processasiteale nutricdo, oxigénio e suporte fisico pamescimento

tecidual.
Fonte: Adaptado de FRANCISCHETTI et al., 2009

1.2 Objetivos

Considerando-se a importancia da descoberta deasclas tOpicas que exercem efeitos

benéficos sobre a cicatrizacdo, realizou-se ettd@som 0s seguintedbjetivos:

¢ Geral

+ Avaliar o efeito do tratamento com solu¢cbes aquasasendo diferentes concentracoes
do polissacarideo extraido do exsudato do cajPiEkC) no processo cicatricial, por segunda

intencdo, de feridas cutaneas experimentais emrwongos.
¢ Especificos
» Testar, com base em analise macroscopica e migicsc® efeito de formulacdes a

base de PEEC, comparativamente com substanciadecada referéncia em terapéutica

topica ulcerativa (clostebol associado a neomigina)
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* Investigar a progressao do processo cicatricialseas distintas fases, do ponto de vista
morfométrico, mediante a mensuracao da area ddadger

» Observar as manifestagBes clinicas presentes o clar processo de reparacdo das
feridas tratadas com solucfes a base de PEEC;

» Auvaliar a evolugcdo do processo cicatricial dasdfesitratadas com solu¢des de PEEC,
do ponto de vista histolégico, com base nos cogere: inflamacéo, proliferacéo
fibroblastica, colagenizacao e reepitelizacao;

* Verificar se ha diferenca entre os tratamentos amnsolucbes de PEEC, nas

concentracdes de 0,5%, 1,0% 1,5%, aplicadas topitngduas vezes ao dia.

A estrutura deste trabalho foi organizada em pamé&®ducao; Intervindo no Processo de
cicatrizacdo (Revisao de Literatura); um Capitamformato de um artigo cientifico, de acordo
com o periodico “Revista Brasileira de Plantas Mediis”, Consideracbes Finais; e

Referéncias.
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2 INTERVINDO NO PROCESSO DE CICATRIZACAO DE FERIDAS CUTANEAS

2.1 Historico

Cerca de 2.000 a.C., os sumérios fizeram o printelado sobre a cicatrizacao de feridas
cutaneas propondo um protocolo para o tratamergded®es que consistia de um tratamento
espiritual e a utilizacdo de métodos auxiliaresidatrizacdo, como as plantas medicinais. Os
egipcios foram os primeiros a classificar as feridan contaminada e nao-contaminada.
Posteriormente, os gregos deram continuidade ada@stos egipcios e classificaram-nas quanto
a natureza, em agudas e crénicas (SEGUNDO et08I7)2A Figura 3 exemplifica o tratamento
de feridas entre os guerreiros gregos.

Hipdcrates, que lancou as bases da medicina édentiecomendava que as feridas fossem
mantidas limpas e preconizava sua limpeza com éguaa, vinho e vinagre. Foi ele também
guem criou 0s conceitos de cicatrizagao por prineir segunda intencdo (DEALEY, 2001). Em
162 d.C., Galeno de Pérgamo (Figura 4), proemin@gtdico romano de origem grega ao tratar
os graves ferimentos dos gladiadores romanos eavatia importancia fundamental de se
manter um ambiente imido que cria condicdes fawisgvara a reparacao tecidual (BARBUL,
2006).

Figura 3 - Cerémica grega de 500 a.C Figura 4 - Galeno tratando ferimento de
Nota: Na Guerra de Trdia os guerreiros se socorrem Eneas.
mutuamente no campo de batalha. No desenho Nota: Diz-se que o lendario fundador de
Aquiles trata dos ferimentos de Patroclo. Roma também levou a medicina grega ao
Fonte: Adaptado de Levene, 2006. L&cio.

Fonte: Adaptado de Levene, 2006.
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A descoberta dos antissépticos e sua funcdo enmimari o risco de infeccao das feridas,
forneceu uma contribuicdo incomensuravel paratartranto das mesmas. No Século IX, Joseph
Lister passou a utilizar o acido fendlico para terdizacdo de instrumentos cirdrgicos e
pulverizacdo das salas onde as cirurgias eranzadak, reduzindo a mortalidade de pacientes
submetidos a intervencdes de 50 para 15% (CUZZEKRASNER, 2003).

A crenca de que o ambiente seco proporciona meallooredicdes de cicatrizagéo perdurou
até o final da Segunda Guerra Mundial na qual dieava largamente agentes tdpicos e gazes
secas que provocavam o dessecamento do leito ida.f&omente em 1962, as afirmacbes de
Galeno foram confirmadas por Winter quando esteodstnou que a taxa de epitelizacdo era
50% mais rapida em um ambiente umido e que a f@mee crostas era minimizada. A partir
de entdo se iniciou uma corrida pelo desenvolviméetpesquisas, producao e comercializacao
de curativos poliméricos permeaveis a umidade (MANBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003).

Atualmente, os componentes do vasto arsenal despescdisponiveis estao restritos cada
um a alguns tipos de feridas, como refere Barb@0g§2 Na rotina diaria, os medicos
veterinarios atendem pacientes com os mais diveigos de ferimentos, devendo escolher a
melhor forma de tratamento, que busca reparac&uoldrs e cuja instituicio depende da
localizagéo do ferimento, grau de leséo teciduph tle secrecéo e de cicatrizagdo observada
(PEREIRA e ARIAS, 2002). Assim, estudos envolvesdbstancias que auxiliem e acelerem o
processo de reparacdo tissular ganham cada vez espeE;o na comunidade cientifica
(CUZZELL e KRASNER, 2003).

Devido ao modo de vida dos animais e as condigiag, sempre adequadas, de higiene
ambiental, os preparados utilizados na terapéufipaca sdo diversificados e muitas vezes
associam varias substancias ativas. Exemplos defsass adstringentes, de origem vegetal ou
mineral; desseborréicos; umectantes e emolientégrariginosos; antissépticos e estimulantes
especificos da regeneracdo tissular, como clostehsiticosida e vitamina A; e os
antimicrobianos, sobretudo os de uso preferencral dermatologia, como nheomicina,
bacitracina, gramicidina, mupirocina, suldiazina géamtica e sulfacetamida sddica
(ROBERTSON e MAIBACH, 2006; LARSSON e LARSSON JR03).

Em geral, as preparacdes topicas consistem dediegtes ativos incorporados em um
veiculo que facilita a aplicacdo cutdnea e os &spenais importantes a serem considerados na
escolha desse veiculo estdo relacionados a: sdadw®l do principio ativo, a sua capacidade de

hidratar o estrato corneo, estabilidade do agené@é&utico no veiculo e as interacdes quimicas e
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fisicas do veiculo, do estrato corneo e do agaiie ROBERTSON e MAIBACH, 2006). Para

as substancias hidrossollveis e estaveis em soagumsa, a agua € o veiculo preferido e as
solucdes liquidas sédo as formas farmacéuticas lmeaiéficas para as lesbes de carater agudo e
para as abundantemente exudativas (LARSSON e LARISED 2008).

2.2 Polissacarideos

E reconhecido que a maioria dos produtos farmam&utioi desenvolvida a partir dos
produtos naturais. Este nUmero poderia ser muit@rmpois estima-se que nao mais do que
15% das 300 mil espécies de plantas no mundo tesidonsubmetidas a estudos cientificos
objetivando investigar o potencial uso de suas cotdé na terapia de enfermidades. Estima-se
que 70% das espécies de plantas existentes ndgtzmrem em apenas onze paises dotados de
florestas tropicais (NOGUEIRA; CERQUEIRA; SOARE®1P) destacando-se o Brasil com a
Floresta Amazonica, a Floresta Atlantica e o Cexrambnsiderados verdadeiros celeiros de
biodiversidade (CONSERVATION INTERNATIONAL, 2010)ups produtos revelam uma
gama quase que inacreditavel de diversidade enosed®a estrutura e de propriedades fisico-
quimicas e biolégicas (WALL e WANI, 1996).

Polissacarideos sé@o polimeros de alto peso molecatltantes da condensacdo de um
grande numero de moléculas de aldoses e cetosssulttaas décadas, polissacarideos de
origem vegetal emergiram como uma importante classeprodutos naturais bioativos.
Atividades antitumoral, imunoestimulante, anticoempénto, antiinflamatoria, antiviral,
hipoglicémica e hipocolesterolemiante tém sido taelas para uma grande variedade de
polissacarideos (POSER, 2007).

O mecanismo de acéda vivo dos polissacarideos, é essencialmente imunomodalat6
(LULL et al.,, 2005). Por serem moléculas muito ges para penetrar nas células,
desempenham a sua atividade através de ligacamsaateptores das células imunes. Grandes
fragmentos de polissacarideos foram detectadosono &p0s ingestdo oral dos mesmos
(PEDRINACI; ALGARRA; GARRIDO, 1999).Conforme Liu; Ooi e Fung (1999n
imunomodulagédo consiste na potencializacdo dadatide dos linfocitos T e dos macrofagos
citotoxicos, em consequéncia de um aumento daup&adde citocinas, com destaque para
interleucina-1 (IL- 1), interleucina-2 (IL-2), Fatde Necrose Tumoral (TNF) e Interferon-y
(IFN-y) (BORSCHERS; KEEN; BORSHWEEN, 2004).



29

As gomas sao compostos extraidos de vegetaisttegesiarinhos e microrganismos,
possuindo alto peso molecular e natureza polisishcar parcial ou totalmente dispergiveis em
agua e insoluveis em solventes apolares. Essagisailas ocorrem em certos érgaos da planta,
como caule e raizes e sao resultantes de lesdedasobelo vegetal devido a traumatismos e
acdo de microrganismos. Em outros casos a formagdgoma parece estar relacionada a um
processo de adaptacdo do vegetal a certas condigdésicas, constituindo a chamada “gomose
fisiol6gica”. Quimicamente as gomas sao caractdagapor apresentarem sempre acidos
urénicos, além de acucares comuns (POSER, 200%ameelo qual sédo classificadas como

heteropolissacarideos.

2.2.1 Polissacarideo do cajueircAhacardium occidentale L.)

A plantaAnacardium occidentale L. pertencente a familiAnacardiaceae e é conhecida
popularmente como cajueiro (Figura 5). O exsudatecaueiro (Figuras 6 e 7) pode ser obtido
naturalmente ou por incisdes no tronco e ramos\dadapresentando-se como goma ou resina
de coloracdo amarelada e soluvel em agua (PAULAOPRGUES, 1995; MENESTRINA et
al., 1998). O exsudato também pode ser obtido do#rimdo-se no tronco da arvore agentes
guimicos tais como o 6xido de etileno, derivadosicido benzdico e acido-2-cloroetilfosforico.
Sabe-se que os polissacarideos naturais, comouda®sdo cajueiro, possuem freqlientemente
misturados a sua composi¢ao sais inorganicos @outateriais de baixo peso molecular e,
também, com substancias como proteinas, ligniresdes nucléicos (KENNEDY e WHITE,
1983). A goma purificada do cajueiro (Figura 8 édla 1) é constituida de unidades de
galactose, arabinose, glicose, acido urbnico, neamosgilose, sendo que a porcentagem dos
monossacarideos varia de acordo com a regido deagif8ARUBBO et al., 2007).
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[ :'x___ i :
Figura 5 - Cajueiro fnacardium Figura 6 - Exsudato obtido de
occidentale L.) Anacardium occidentale L.
Fonte: The Total Vascular Flora of Singapure Fonte: REDETEC, 2010.
On line, 2010.

Figura 7 - Goma bruta do Cajueiro Figura 8 - Polissacarideo do Cajueiro

Fonte: Sarubbo, et al., 2000. purificado.
Fonte: Sarubbo, 2000.

Tabela 1 -Composicdo da goma dmacardium occidentale L. de diferentes origens

Composigéo (%) india Nova Guiné Brasil
Galactose 61 63 73
Arabinose 14 15 05
Glicose 08 09 11
Ramnose 07 07 04
Manose 02 01 01
Xilose 02 - -
Acido glucurdnico 06 05 06

Fonte: RODRIGUES et al., 1993.

A goma bruta (isenta de cascas e folhas) podeaeada segundo a metodologia descrita

por Rinaudo e Millas (1991) modificado. A gomauréda e dissolvida em solugcdo aquosa, é
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filtrada e precipitada na forma de sal de soidaetnol para separar o polissacarideo dos mono
e oligopolissacarideos, que permanecem em soli@agprecipitado obtido é submetido a
secagem em estufa a 35°C (SARUBBO et al., 2007nédo proposto por Rinaudo-Millas

pode ser visualizado na Figura 9.

GOMA BRUTA
TRITURACAO
l —
Solucdo 4% em H,0
DISSOLUGAO Meio neutro
l Temperatura ambiente
FILTRACAO La de vidro
Funil de vidro sinterizado
! -
PRECIPITACAO EtOH
| -
FILTRACAO Funil de vidro sinterizado
FILTRADO PRECIPITADO
l l EtOH/H,0
DESCARTADO LAVAGEM EtOH
l Acetona
SECAGEM

l

GOMA ISOLADA [Rendimento 78%

Figura 9 - Esquema das etapas do processo de isolamegtmdado cajueiro pelo método

Rinaudo-Millas modificado.
Fonte: RODRIGUES et al., 1993.
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2.3 Metodologia usada para avaliar o0 processo cicatial

Dentre os métodos utilizados para avaliar de marsgtematica a cicatrizacédo de feridas,
0s mais utilizados séo a avaliacdes clinica, mogfaoa e histologica (TYRONE; MARCUS;
BONOMO, 2000; LOPES et al., 2005; GUL et al., 2007)

2.3.1 Avaliacao clinica

A avaliacéo clinica das feridas € o principal métadilizado para avaliar a reparacao
tissular fundamentando-se no exame macroscopicesdm. Considerando-se que € possivel
inferir em que fase da evoluc¢do do processo ciialti lesdo se encontra, é possivel fazer uma
correlacéo entre o que foi observado e o tempmstalacdo da injuria, e entre os achados e as
analises microscopicas (HOSGOOD, 2006; LIMA, 2010).

Durante a fase inflamatéria da cicatrizacdo, olesees macroscopicamente em feridas
abertas, a presenca de um codgulo sanguineo eaéxsserossanguinolento ou purulento
(LIMA, 2010; MANDELBAUM,; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Macroscopicamente, a
fase proliferativa € marcada pela visualizacaceda® de granulacéo, que pode assumir aspecto
variavel, desde avermelhado e exuberante a résbmrguicado, granular nodular, de acordo
com a quantidade de colageno e vasos sanguinefmsmados. Observa-se também a contracdo
da ferida entre o quinto e 0 nono dias apos o taawom notavel reducdo do seu didmentro
(Figura 10). E necessario ressaltar que a taxaueagio depende da localizagcdo anatémica da
ferida e a flexibilidade do tecido adjacente. SelguBe Nardi et al. (2004); Gul et al. (2007);
Lima, (2010); Martins et al. (2006) ainda ness& tasn inicio a reepitelizacdo, evidenciada pela
presenca de tecido réseo integro localizado natabata lesdo (Figura 10)
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Figura 10 - Andlise do fechamento de ferida. Fotografiasrpaidadas da evolugdo do processo de reparagao
tissular. Contracao da ferida (C), reepitelizag@pd superficie aberta (O) que foi avaliada comopencentual da
area inicial da ferida (1).

Fonte: Adaptado de SCHERER et al., 2008.

2.3.2 Avaliacdo morfométrica

A mensuracao da érea da ferida € um dos aspectdamientais na avaliacdo do processo
cicatricial. Esta informacao fornece, de maneirgtola, parametros que indicam a melhora ou
piora da cicatrizacdo (BATES-JANSEN, 1995; NIX, 2RO

A mensuracao bidimensional é a mais simples, rapidais utilizada na pratica clinica,
nao requer equipamento especializado e abrange;desdiineares, tracados e fotografias das
feridas. As medidas lineares determinam o tamanha darea das feridas, multiplicando-se o
comprimento pela largura, a fim de estabelecer ararpetro comparativo entre a medida inicial
e as demais obtidas durante a evolucdo do procédsssa forma torna-se possivel a
determinacao da taxa de contragao da lesdo (GOMES).

O paquimetro € a ferramenta mais utilizada por yisadores para determinacdo da area

da ferida, sendo que os paquimetros digitais s@oais empregados atualmente por conferirem
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medida mais acurada do diametro da lesdo (GARR@E, &006; MARTINS et al., 2006; GUL
et al., 2007; MENEZES; COELHO; LEAO, 2008; LIMA, 20).

2.1.3 Avaliacéo histologica

Segundo Lima et al. (2010) a analise histolégicdedda € empregada especialmente em
associacdo a avaliacdo clinica do processo ciedtrie essa inter-relacdo confere maior
credibilidade aos resultados. A coloracdo de Hexilata e Eosina (HE) é utilizada
rotineiramente para a analise microscopica dasetifes fases do processo de reparacéo tecidual
(MARGULIS et al., 2007). Alguns componentes espea$f nas diferentes etapas de reparo
tissular necessitam de outros métodos de colorag@my o Tricrdmico de Masson e Picrossirius
(BIONDO-SIMOES et al., 2005; EULALIO et al., 2008EZER et al., 2007). A coloracéo
Tricromico de Masson é um método de coloracdo gvada, utilizado em inimeras pesquisas
cientificas e possibilita a visualizacdo de fibrakgenas e musculares, corando as primeiras de
azul claro (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Microscopicamente, a presenca de exsudato na inéisdormal nas primeiras 48 a 72
horas. Apds esse periodo, a exsudacao € sinalefi@zor a cicatrizacdo (BATES-JENSEN,
1998). Quando persiste o0 exsudato, ocorre desagiegala crosta favorecendo o
desenvolvimento de microrganismos entre ela e widede granulacdo (OLIVEIRA, 1992).
Cerca de seis horas ap0s o trauma, a margem da temtém fagdcitos, e por volta de 24 horas
0 coagulo ja esta invadido por estas células, cardgminio dos neutrofilos. Com 48 horas o
namero de neutréfilos diminui sensivelmente, padsam exsudato a ser constituido
predominantemente por macrofagos (VITORINO FILH@Iet2007).

Na fase proliferativa, o tecido de granulacdo imvprbgressivamente o espago incisional.
No quinto dia, este espaco é preenchido por tedalgranulacdo. O colageno inicialmente é
escasso e se cora fracamente. A quantidade deepol&ymenta com o tempo e por volta de
duas semanas suas fibras passam a predominar maewrtacelular (VITORINO FILHO et al.,
2007). O colageno tipo Il é o primeiro a surgirfedda e caracteriza-se como colageno jovem
ou imaturo e confere aspecto desorganizado asfiRi®CH e WHITTAKER, 2005). Treze dias
apos a leséo é nitida a retracéo da ferida cug@tug atribuida aos miofibroblastos (VITORINO
FILHO et al., 2007).

Na fase de remodelamento, o colageno tipo |, madurbostitui o tipo Il em cicatrizes

antigas e se caracteriza pela maior organizacadiltas colagenas (RICH e WHITTAKER,
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2005). Quando a ferida se fecha, o numero de catlda vasos sanguineos e de miofibroblastos
diminui. Isto se deve ao fendbmeno denominado agepta morte celular programada, pelo qual

o tecido de granulacéo evolui para a cicatriz (DERMERE et al., 1995).



3-CAPITULO I *

* Elaborado segundo as normas da Revista BrasileiRiahtas Medicinais
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Avaliacdo do uso do polissacarideo extraido do exsu dato de cajueiro ( Anacardium

occidentale L.) na terapéutica topica de feridas experimentais em camundongos *

VITORINO FILHO, R.N.L."; BATISTA, M.C.S.*
! Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de Morfofisiologia Veterinaria, Universidade
Federal do Piaui (UFPI), CEP: 64049-450, Teresina-Brasil

“limavitorinofilho@yahoo.com.br

RESUMO:

Na dultima década, o heteropolissacarideo proveniente da goma do cajueiro tem
apresentado resultados terapéuticos promissores no processo de cicatrizacdo de feridas.
O objetivo deste experimento foi investigar o efeito da aplicagéo tépica de solucdo aquosa
de polissacarideo extraido do exsudato de cajueiro (PEEC), em diferentes concentracdes,
sobre a cicatrizagdo por segunda intencdo de feridas cutaneas experimentalmente
produzidas em camundongos. Exéreses de retalhos de pele na dimenséo padronizada de
1,0 cm? foram produzidos na regi&o dorso lateral direita de 70 camundongos, divididos em
cinco grupos de 14 animais, sendo um grupo controle, outro tratado com uma formulacao
comercial convencionalmente utilizada na terapéutica de ferimentos (considerada
referéncia) e os outros trés tratados topicamente com solucdo aquosa de PEEC nas
concentragbes de 0,5%, 1,0% e 1,5% duas vezes ao dia. Foi realizada a afericdo do
percentual de reducdo das areas das feridas, em quatro momentos, e avaliacao
histopatoldgica do processo cicatricial nos dias 3, 7, 10 e 13 apds a cirurgia. Nao foram
evidenciadas diferencas significativas entre grupos quanto ao tempo de fechamento das
feridas, porém foi verificado que a solucdo aquosa de PEEC a 1,5% intensificou a
contracdo da area das feridas na fase inicial do processo cicatricial e reduziu os sinais
clinicos préprios da fase inflamatoria. Conclui-se que as solugfes aquosas de PEEC, nas
concentracdes de 0,5%, 1,0% e 1,5% aplicadas topicamente, ndo diminuem o tempo de
cicatrizacdo de feridas cutdneas em camundongos, porém, o tratamento tépico com a
solucéo na concentracdo de 1,5%, duas vezes ao dia, reduz a fase flogistica e intensifica
a reepitelizacéo na fase inicial do processo cicatricial.

Palavras-chave: biopolimeros, cicatrizacdo, reparacao tissular, tecido de granulacao

* parte da Dissertacao do primeiro autor apresemtadaograma de Pés-Graduacdo em Ciéncia AnimaFéd U
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ABSTRACT: Evaluation of the use of the polysaccharide extract ed from the exudate
of cashew ( Anacardium occidentale L.) in topical therapy of experimental wounds in
mice. In the last decade, the heteropolysaccharide derived from cashew gum has shown
promising therapeutic results stimulating the healing of wounds. The aim of this
experiment was investigate the effect of topical application of agueous solution from
polysaccharide extracted from the exudate of cashew (PEEC) in different concentrations
on the wound healing by secondary intention of skin wounds produced experimentally in
mice. Excisions of skin flaps in the size standard of 1 cm?were induced on the dorsal right
side of 70 mice divided into five groups of 14 animals, one control group, another treated
conventionally with a commercial formulation used for the treatment of injury (considered a
reference) and the other three treated with aqueous solution of the PEEC tree at
concentrations of 0.5, 1 and 1.5% twice daily. Reduction of wound areas was measured in
the percentage in four stages and histopathological evaluation of the wound healing on
days 3, 7, 10 and 13 after surgery. There were no significant differences between groups
regarding the time of closing wounds, but it was found that the aqueous solution of the
PEEC 1.5% was the most effective step in the contraction of the wound area in the initial
phase of the healing process and reduce own clinical signs of the inflammatory
phase.There were no significant differences in groups regarding the time of closure of
wounds. It is concluded that the aqueous solution of the PEEC tree at concentrations of
0.5%, 1% and 1.5% applied topically, do not differ, does not accelerate the healing of skin
wounds in mice, however, topical treatment with the solutions at 1.5% reduces the

phlogistic phase and intensifies the re-epithelialization in the early stages of healing.

Key words: biopolymers, healing, skin, granulation tissue
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INTRODUCAO

A cicatrizagdo de feridas € um evento fisiologico cada vez mais elucidado e diversas
pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de acelerar e otimizar o processo cicatricial.

Apesar de existir um grande namero de produtos disponiveis para o tratamento de
feridas, ainda se buscam substancias topicas com este propdsito, tanto pela necessidade
de ampliacdo do arsenal terapéutico quanto pela existéncia de controvérsias sobre o
tratamento de feridas (Ferreira et al., 2003). Ademais, tem sido relatada por alguns
estudiosos, a escassez de informacbes acerca dos efeitos adversos provocados por
alguns componentes dos produtos comumente utilizados (Martins et al., 2005).

Medicamentos para os mais diversos fins continuam sendo originados, em sua
grande maioria, de produtos naturais (Segundo et al., 2007). Para aperfeicoar a
cicatrizacdo de lesbes podem ser utilizados biomateriais, que consistem de materiais
interativos capazes de estabelecer afinidade apropriada com o tecido vizinho sem inducao
de uma resposta adversa do hospedeiro (Ratner & Bryant, 2004). Dentre os biomateriais
destacam-se 0s polissacarideos, os quais estimulam o sistema imune in vitro e in vivo e
tendem a contribuir favoravelmente no processo cicatricial (Diallo et al., 2001; Kweon et
al., 2003; Senel & McClure, 2004).

Alguns polissacarideos possuem atividade cicatrizante, como o oriundo de Angelica
sinensis, que induz reparacdo de Ulceras géastricas experimentais em ratos Sprague-
Dawley e estimula a proliferacéo de células epiteliais gastricas (YE et al, 2003).

Popularmente conhecida como cajueiro, a planta Anacardium occidentale L. é
originaria do Brasil e dentre uma variedade de aplicacdes na medicina popular é também
utilizada como cicatrizante de feridas (Mazzetto et al., 2009). O exsudato do cajueiro
consiste em um heteropolissacarideo ramificado (arabinogalactana acida). Ele pode ser

obtido naturalmente ou por incisbes no tronco e ramos da arvore apresentando-se como
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goma ou resina de coloragcdo amarelada e soltvel em 4gua (Paula e Rodrigues, 1995;
Menestrina et al., 1998).

A goma do cajueiro € constituida de unidades de galactose, arabinose, glicose,
acido urbnico, manose e xilose, sendo que a porcentagem dos monossacarideos varia de
acordo com a regiao geografica (Sarubbo et al., 2007). Pesquisas utilizando emulsdes do
heteropolissacarideo proveniente da goma do Anacardium occidentale L., aplicadas
topicamente, tém apresentado resultados terapéuticos promissores potencializando o
processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas em camundongos (Paiva, 2003; Schirato et
al., 2006). Entretanto, os mesmos estudos cientificos deixam dudvidas sobre o papel na
otimizacdo da reducdo das areas das feridas e, a avaliacdo da literatura disponivel
permite constatar que séo escassas as informacdes acerca do efeito do polissacarideo do
cajueiro em fases mais avancadas do processo cicatricial e em diferentes formulacoes.

Portanto, mediante analise clinica e histopatologica, este trabalho teve por objetivo
avaliar o efeito do tratamento com solu¢cfes aquosas contendo diferentes concentracdes

de PEEC no processo cicatricial por segunda intencao de feridas cutaneas experimentais

em camundongos.

MATERIAL E METODO
Animais
Foram utilizados 70 camundongos (Mus musculus domesticus L.) Swiss com cinco a
seis semanas de idade, divididos em cinco grupos de 14 animais, formados
equitativamente por machos e fémeas, mantidos em condicbes uniformes de manejo,
recebendo racéo balanceada e agua a vontade com ciclos de luz claro/escuro de 12 horas
e temperatura controlada. Estes animais foram fornecidos pelo Biotério do Centro de

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui.
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O protocolo experimental desta pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo com Animais da Universidade Federal do Piaui sob o n® 005/2010 .

Preparo das formulagdes

A goma de Anacardium occidentale L. foi coletada na Floresta de Cajueiro do
Municipio de llha Grande de Santa Isabel no Estado do Piaui e posteriormente tratada no
Laboratorio de Biotecnologia do Campus Ministro Reis Velloso da Universidade Federal
do Piaui para isolamento do polissacarideo.

A sua composicdo bioquimica apresenta pequenas diferencas em relagdo a oriunda
de outros Paises e também da extraida em outras regifes do Brasil. Possui: galactose (72
- 73%), glicose (11-14%), acido glucorénico (4,7 - 6,3%), arabinose (4,6 - 5%), ramnose
(3,2 - 4%), além de menos de 2% de residuos de outros aglcares como manose e xilose
(Paula e Rodrigues, 1995; Gyedu-Akoto et al., 2007).

A exsicata foi depositada no Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do
Piaui sob o numero TPB-27161. Em funcdo da hidrossolubilidade, as solu¢des foram
formuladas utilizando-se agua destilada estéril como veiculo e polissacarideo oriundo do
exsudato do cajueiro, tendo sido preparadas solu¢bes aquosas nas concentracbes de
0,5%; 1,0% e 1,5%, pesando-se o0s respectivos valores da goma de PEEC em gramas
(0,5 g; 1,0 g; e 1,5 g), acondicionando-os em recipientes graduados e acrescendo-se
agua destilada estéril (em quantidade suficiente para formular 100 ml). As misturas foram

agitadas levemente até a completa solubilizagéo.

Procedimento cirdrgico
As lesdes experimentais foram feitas pelo método cirargico, mediante prévia
anestesia dissociativa, pela associacdo de cloridrato de xilazina na posologia de 8,0 mg

kg™, com cloridrato de ketamina na posologia de 140 mg kg™, via intraperitoneal. Ap6s a
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anestesia, foram realizadas a tricotomia e a antissepsia com alcool iodado a 2%, bem
como, a demarcacao da érea da pele a ser removida pela aderéncia de esparadrapo na
dimensdo de 1 cm® Foi realizada uma incisdo quadrangular sobre a area demarcada
seguida da exérese do retalho de pele (Figura 1), conforme técnica descrita por Potier et
al., (1992) e Nascimento & Batista (1998). Em todos os camundongos o procedimento

cirurgico foi realizado pelo mesmo operador.

FIGURA 1. Aspecto da ferida imediatamente apds a cirurgia.

Tratamento

Apbs o ato operatorio, as areas cruentas foram imediatamente tratadas. Com o
auxilio de quatro conta-gotas, o grupo controle (tratado com agua destilada) e os grupos
tratados com solucdes aquosas de PEEC a 0,5%; 1,0% e 1,5%, receberam aplicacéo
topica de 1 ml do respectivo tratamento. Baseando-se em experimentos prévios, foi
adotado o esquema de administracéo de duas vezes ao dia. Nos animais do grupo tratado
com a referéncia, foi aplicada fina camada de pomada composta de clostebol associado a
sulfato de neomicina (Trofodermin, Pfizer).

A avaliacao clinica do processo cicatricial foi feita pela observacao diaria das feridas,
verificando-se a coloracdo das mesmas, além da consisténcia e coloracdo do exsudato,
guando presente. Conforme relatam Mandelbaum, Di Santis e Mandelbaum (2003), um

dos sistemas de avaliacéo e classificacado de lesdes abertas mais utilizados nos Estados
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Unidos é o sistema Red/Yellow/Black — RYB, o qual foi adotado neste experimento. Este
sistema classifica o leito da ferida e os tecidos adjacentes por meio da observacdo das
cores vermelha, amarela ou preta e suas variacdes, indicando o estagio do processo
cicatricial através do balango entre tecidos novos e tecidos necrosados. A ferida de cor
vermelha com aspecto limpo indica presenca de tecido de granulacdo saudéavel, a
coloragéo vermelha tendendo a cinza indica reducédo ou retardo do tecido de granulacéo,
ja o aspecto vermelho escuro com aparéncia friavel é indicativo de processo infeccioso. A
presenca de extensa quantidade de material fibrotico resultante de degradacao celular €
confirmada pela cor amarela forte. A cor preta indica necrose tecidual podendo estar
acompanhada de pus e material fibroso que favorecem a proliferacdo de microrganismos.
Na presenca de feridas com coloracdo mista a situagcdo mais critica deve ser utilizada
como referéncia para classificacao (Nogueira, 2008).

O aspecto, a consisténcia e a cor do exsudato produzido pela lesdo variam de
acordo com a intensidade e a duracédo do processo inflamatério e o tipo de tecido atingido.
Nas lesGes ndo contaminadas o exsudato possui aspecto seroso (plasmatico, aquoso e
transparente); o sanguinolento €é indicativo de lesdo vascular e o purulento com coloracéo
variando entre amarelo, verde e marrom, dependendo do agente infeccioso, € o resultado
de leucdcitos e microrganismos vivos e mortos (Silva; Figueiredo; Meireles, 2007).

A area das feridas foi mensurada com o auxilio de paquimetro nos dias 0
(imediatamente apos a cirurgia) 3, 6, 10 e 13 de pds-operatério e para calcula-la utilizou-
se a equacao descrita por Prata et al. (1988): A = .R.r, onde “A” significa a area, “R” o
raio maior e “r’ o raio menor da ferida. A contracdo da ferida foi avaliada por meio da
seguinte formula: (area inicial — area do dia da medida) + pela area inicial x 100 =
percentual de contracao do dia (Agren; Mertz e Franzén, 1997). Todas as medidas foram
aferidas pelo mesmo operador e o percentual de contracdo da ferida foi expresso como

grau de reparacao tissular.



44

Para avaliar microscopicamente a evolucdo do processo cicatricial, dois animais de
cada grupo, escolhidos ao acaso, foram submetidos a eutanasia por sobredosagem de
éter sulfarico apés prévia anestesia dissociativa via intraperitoneal, de forma a deprimir o
sistema nervoso central e produzir inconsciéncia nos animais. Destes foram retiradas
cirurgicamente as areas da lesdo e circunjacentes, nos 3, 7, 10 e 13° dias apds a cirurgia.
Os fragmentos retirados foram fixados em formol tamponado a 10% (pH 7) por periodo
minimo de 24 horas, desidratados em alcool, diafanizados em xilol, incluidos em parafina,
cortados em 5 um. Foram preparadas duas laminas para cada animal, as quais foram
coradas pelas técnicas de Hematoxilina & Eosina e do Tricrémico de Masson. O campo
histolégico de cada lamina foi avaliado através dos critérios inflamacao aguda, inflamacéao
cronica inespecifica, proliferacéo fibroblastica, colagenizacéo e reepitelizacdo da ferida. A
guantificacdo de cada variavel observada seguiu o esquema: ausente = 0, discreta = 1,

moderada = 2 e acentuada = 3.

Analise estatistica

Inicialmente, foi confirmada a normalidade da distribuicdo dos dados paramétricos
por meio do Teste de Kolmogorov-Smirnov. Os percentuais de contracdo das feridas
obtidos foram expressos como média + desvio padrdo, submetidos a analise de variancia
(Anova) e ao teste de Duncan com nivel de significancia p<0,05. A analise estatistica dos
diversos parametros histologicos avaliados foi realizada pelo método ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis com significancia de 5%. Ambas as analises foram efetuadas por meio do

programa STAT Plus Software (Matouskova et al., 1992).

RESULTADO
Na avaliacéo clinica diaria das feridas observou-se edema, hiperemia e formacéo de

crosta em todos 0s grupos, especialmente no terceiro dia apos a cirurgia, entretanto, os
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sinais de exsudacdo foram menos frequentes nos grupos tratados com as solucdes
aquosas de PEEC a 1,0 e 1,5% e no grupo referéncia (19,43%, 21,00% e 8,8%,
respectivamente) quando comparados ao grupo controle (27,92%) e o0 exsudato
observado, quando presente, apresentava aspecto seroso caracteristico de ferida néo

contaminada (Figura 2).

FIGURA 2. Feridas no terceiro dia de pés-operatério. Crosta de coloracdo vermelha de aspecto limpo em

animal do grupo tratado com solugéo aquosa de PEEC a 1,5 % (A) e em animal do grupo referéncia (B).

Presenca de exsudato seroso em animal do grupo controle (C).

A avaliacdo morfométrica das feridas evidenciou que no terceiro dia houve uma
expansao da area cruenta no grupo referéncia, enquanto no grupo controle e nos tratados
com solucdes aquosas de PEEC houve decréscimo da area. A partir do terceiro dia pés-
cirirgico as feridas dos animais de todos os grupos evoluiram clinicamente dentro do

esperado para este tipo de injdria (Figuras 3, 4 e 5).
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FIGURA 3. Aspecto das feridas no 6° dia de pos-operatdrio evidenciando umidade e presencga de tecido

de granula¢@o em animal tratado com solu¢éo aquosa de PEEC a 0,5 %.

FIGURA 4. Aspecto das feridas no 10° dia de p6s-operatério. Desprendimento progressivo da crosta em

animal do grupo controle (A) e auséncia da mesma em animal do grupo referéncia (B).

FIGURA 5. Fechamento completo das lesées no 12° dia apds a cirurgia em animais do grupo referéncia

(A e B).
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O grau de reparacao tissular, avaliado por meio do percentual de contragdo das
feridas ao longo do tempo, demonstrou que no intervalo entre os dias 0 e 3, houve a
expansdo da area cruenta no grupo referéncia (Tabela 1 e Figura 6) e que
significativamente (p<0,05) o mesmo foi inferior ao grupo controle e aos demais

tratamentos, sendo que estes nao diferiram entre si (p>0,05).

TABELA 1. Médias e desvios-padrbes dos percentuais de contracdo das feridas nos

cinco grupos nos quatro tempos avaliados

3% dia 6° dia 10°%ia 13° dia
Referéncia -16,84 +15,39% 40,37 +14,80" 89,27 +8,70" 98,82 + 3,32"
Controle 18,67 +32,66° 56,35+20,23° 97,67 +£3,29" 99,61 +1,09*
Solucéo aquosa de PEEC a 0,5% 19,24 +24,48% 5552 +20,43% 89,56 + 14,82" 95,75 + 8,31"

Solucéo aquosa de PEEC a 1,0% 24,00 +16,85° 63,13 +14,07° 95,70 +4,04" 99,61 +1,09"

Solucéo aquosa de PEEC a 1,5% 30,88+14,85° 72,03+13,26° 9524+6,18" 99,08 +1,83"

Médias e desvios-padrdes seguidos de letras diferentes na vertical possuem diferencas estatisticas entre si

(p<0,05). *Nota: o valor negativo indica expanséo da ferida.
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FIGURA 6. Perfil temporal do processo de reparacao tissular.
Nota: o valor negativo indica expanséo da ferida.

No intervalo entre os dias 3 e 6, houve intensificacdo da reparacao tissular em todos
0S grupos e, no sexto dia, o grupo referéncia permaneceu inferior aos demais tratamentos
(p<0,05), dos quais se destacou o0 grupo tratado com solucdo aquosa de PEEC a 1,5%,
que diferiu significativamente (p>0,05) dos demais (Tabela 1). Associando-se estes
achados com os aspectos clinicos, verificou-se que o tratamento com a solucdo de PEEC
a 1,5% alcancou o melhor desempenho (Figura 6), por ter apresentado o maior percentual
de contracdo da area das feridas nessa fase inicial do processo de cicatrizagao.

A partir do sexto dia ndo mais foi observada diferenca estatisticamente significativa
(p>0,05) entre os grupos até o 13° dia apds a cirurgia, quando a quase totalidade das
feridas dos animais de todos os grupos encontravam-se completamente fechadas (Tabela

1 e Figura 6).
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Embora o0s grupos tenham sido semelhantes em relagdo aos aspectos
histopatologicos, no terceiro e sétimo dias as feridas dos animais do grupo tratado com
solucdo aquosa de PEEC a 1,5% apresentaram uma reepitelizacdo mais avancada
guando comparados aos dos outros grupos, sobretudo o grupo referéncia (Figuras 7 e 8).
No terceiro dia, também foi observada area cruenta e material fibrino-necrético sobre
tecido de granulacdo nas feridas dos animais de todos os grupos. Na Figura 7 pode-se
observar 0 aspecto microscépico de uma ferida tratada com solu¢éo aquosa de PEEC a

1,0% trés dias apos a cirurgia.

FIGURA 7. Aspecto microscépico de ferida tratada com solugéo aquosa de PEEC a 1,0% no 3° dia apds

a cirurgia. Crosta fibrino-necrética (setas azuis) sobre tecido de granulacdo (seta verde) desenvolvendo-se

em direcao a grande area cruenta. A (Coloracéo HE, 4 x); B (Coloracao Tricromico de Masson, 4 x).

Ao sétimo dia era evidente a crescente reepitelizacdo abaixo da crosta fibrino-
necrética e migragéo de fibroblastos para o leito da ferida preenchendo a area cruenta,
como, por exemplo, na ferida de um animal do grupo tratado com solugdo aquosa de

PEEC a 1,0% (Figuras 8 e 9).
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FIGURA 8. Processo cicatricial ao 7° dia em ferida tratada com solucdo aquosa de PEEC a 1,0%.

Migracao de queratinécitos (seta azul) e fibroblastos (seta verde) da borda para o centro

da ferida preenchendo a area cruenta. (Coloracéo Tricromico de Masson, 4 x).

FIGURA 9. Progressiva colagenizacéo (seta verde) e epitelizagéo (seta azul) constatada ao 7° dia

apos a cirurgia em animal tratado com solugéo aquosa de PEEC a 1,0%. (Coloragéo

Tricromico de Masson, 40 x).
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No décimo dia, constatou-se que a é&rea cruenta das feridas apresentava-se
acentuadamente reepitelizada e preenchida por fibras coldgenas, como evidenciado, por
exemplo, na ferida de uma animal tratado com solu¢do aquosa de PEEC a 1,5% (Figura

10).

FIGURA 10. Aspecto microscépico das feridas de animal tratado com solucdo aquosa de PEEC a 1,5%

no 10° dia de pos-operatdrio evidenciando epitélio neoformado com papilas (seta verde), desprendimento de
gueratina (setas azuis) e matriz colagena repleta de fibroblastos (setas vermelhas). Colorac&o Tricrémico de

Masson. A (10x); B (40 x).

DISCUSSAO

O clostebol é um anabolizante amplamente utilizado na prética clinica e quando
utilizado topicamente estimula, pela atividade anabolizante protéica, o processo de cura
das lesGes ulcerativas e distroficas, cutaneas e mucosas. Na associacdo de acetato de
clostebol com sulfato de neomicina, o efeito tréfico-cicatrizante do esterdide se une a
atividade do antibiotico, necessario para o controle do componente infeccioso que,
frequentemente, representa um fator que agrava e atrasa a cura das lesdes (Pfizer, 2010).

Neste experimento verificou-se que a formulacdo empregada classicamente como
referéncia (clostebol associado a neomicina) desencadeia um aumento da area das
feridas na fase inicial da cicatrizacdo. Em um experimento com ratos, Magalhdes et al.

(2008), também observaram expansdo da area das lesdes tratadas topicamente com
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acetato de clostebol e sulfato de neomicina na fase inicial do processo cicatricial.
Segundo Mandelbaum, Di Santis e Mandelbaum (2003), o uso de antibi6ticos topicos,
para prevencao ou tratamento de infeccdo em feridas, tem sido contra-indicado, pois,
guando empregados em concentragfes adequadas, apresentam acao citotoxica sobre os
queratindcitos e, se utilizados em concentragbes muito baixas, podem provocar
aparecimento de resisténcia e ainda a dermatite de contato. Segundo Geronemus; Mertz
e Eaglstein (1979), a grande maioria dos agentes antimicrobianos, quando usados
topicamente em lesédo, impedem a proliferagdo de queratinécitos. A Figura 6 corrobora
tais afirmacdes, considerando-se que houve expansdo da area das feridas no grupo
referéncia até o terceiro dia ap0s a cirurgia, fase na qual a proliferacdo de queratindcitos é
mais intensa e a presenca da neomicina foi deletéria. Do terceiro dia em diante, o
vertiginoso incremento de reparacao tissular verificado nas feridas dos animais do grupo
referéncia sugere que a presenca da neomicina nesta etapa da cicatrizacdo ja nao mais
foi consideravelmente negativa, permitindo o clostebol desempenhar a sua atividade
anabolizante.

Embora nado tenha havido diferenca significativa entre os grupos quanto ao tempo de
fechamento das lesdes, ocorreu, no grupo tratado com solucédo aquosa de PEEC a 1,5%,
0 maior grau de reparacao tissular, no intervalo entre os dias 3 e 6 ap0s a cirurgia. Este
resultado aliado ao fato de que do sexto dia em diante ndo mais foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, sugere que a acado da solucdo aquosa de
PEEC a 1,5% ocorre na fase inflamatéria do processo cicatricial. Este achado mostra
concordancia com os dados obtidos nas avaliacbes clinica e microscopica, as quais
evidenciaram, respectivamente, menos exsudacdo e reepitelizacdo em estagio mais
avancado.

Além disso, estes resultados estdo de acordo com os encontrados por Paiva (2003)

e Schirato et al. (2006), que trabalhando com emulsdo contendo polissacarideo do
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cajueiro, observaram gue ela ndo abrevia o tempo necessario para o fechamento das
lesBes, mas reduz a intensidade dos sinais flogisticos e favorece a resolugdo do periodo
inflamatoério das mesmas.

Shu; Wen e Lin (2003) observaram que a atividade biolégica dos polissacarideos
esta relacionada com sua solubilidade, tamanho e configuragdo. Polissacarideos com
peso molecular >1000 kilodaltons incrementaram a producdo de TNF-a por macrofagos
de camundongos em seis vezes, quando comparados com moléculas >30 kilodaltons,
confirmando assim a regra geral, de que moléculas grandes estimulam mais o sistema
imunoldgico.

Conclui-se que a solucédo aquosa do heteropolissacarideo proveniente da goma do
Anacardium occidentale L., na concentragdo de 1,5% aplicada topicamente, duas vezes
ao dia, desencadeia resultados benéficos na terapéutica topica de feridas por otimizar o
periodo inflamatdrio e a reepitelizacdo tissular do processo cicatricial, proporcionando
mais conforto para os pacientes. Conclui-se ainda, que o clostebol associado a
neomicina, utilizados topicamente, duas vezes ao dia, intensificam a fase inflamatoria do

processo cicatricial.
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CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da existéncia de um vasto arsenal terapéditiecionado ao tratamento de lesbes de
pele, persiste a busca por substancias que seggmotprocesso de reparacao tissular.

Na era atual, tem sido intensificada a pesquisasudrstancias bioidénticas, as quais tendem
a produzir efeitos menos agressores ao organisngueos compostos sintéticos com estrutura
diversa dos constituintes biologicos.

No nordeste brasileiro, sobretudo no Estado doiPiacajueiro € uma das arvores frutiferas
mais abundantes e os preparados populares conedrdedsua casca sdo comuns, sobretudo entre
as classes populares menos favorecidas economiteamen

Trabalhou-se com o polissacarideo purificado doudxt® do cajueiro (PEEC), nas
concentracoes de 0,5%, 1,0% e 1,5%, avaliando pag@el na reparacéo de lebes experimentais de
pele, e os resultados aqui apresentados ampliantemgial de indicacdes terapéuticas do PEEC
como um biomaterial que interfere favoravelmentepraresso cicatricial, considerando-se que a
solugdo aquosa de PEEC a 1,5% otimiza a fase iaftara do processo cicatricial reduzindo o
desconforto do paciente.

Sugere-se a continuidade dos ensaios clinicos d&mesquisas adicionais no sentido de
desvendar os mecanismos especificos desencadead®HiEC no processo de cicatrizagao.

Espera-se que em breve produtos manipulados a garBEEC possam estar disponiveis no
mercado, considerando-se que é um composto naurpbssivelmente, causador de menores
reacoes indesejaveis ao organismo, e que a suaaraiéna € amplamente disponivel em varias

regides do Pais, sendo acessivel a grande paptgpdéacao.
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