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APLICADO EM FERIDAS CUTANEAS, PRODUZIDAS EXPERIMENTALMENTE EM
CAMUNDONGOS
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RESUMO

Neste estudo 48 camundongos (Mus musculus),
machos e adultos, foram distribuidos em dois
grupos: grupo | (controle) e grupo Il (experimental).
Feridas cutaneas produzidas no grupo | foram
tratadas com gel de hidroxietilcelulose e aquelas
provocadas no grupo |l com barbatima&o liofilizado e
ressuspendido em gel de hidroxietilcelulose a 5%.
Realizaram-se analises macroscopica e histoldgica
das feridas aos 3, 7, 14 e 21 dias de pos-operatorio.
Quantificaram-se as fibras colagenas das feridas dos
grupos | e Il por andlise de imagem, aos 14 e 21
dias de pd4s-operatério. Aos trés dias de pos-
operatério, as feridas dos grupos | e Il encontravam-
se Umidas, com coloracdes avermelhadas, com
contornos circulares e com delgadas crostas. As
areas das feridas do grupo Il mostraram-se
significativamente menores do que as do grupo |.
Na avaliacdo histolégica ndo encontrou-se
diferencas significativas entre os dois grupos. Aos
sete dias de pés-operatério, as feridas cutédneas do
grupo | apresentaram-se com aspectos Umidos,
contornos irregulares, coloragdes réseas, com
formacédo de tecido de granulacéo e presenca de
uma crosta clara e bem desenvolvida, que se soltava
facilmente. As feridas do grupo Il eram mais pardas,
secas, com formacado de tecido de granulagéo e
contorno irregular, porém com crosta amarelada
pouco desenvolvida. No grupo controle, notou-se
maior quantidade de fibrina, tecido de granulacéo e
presenca de polimorfonucleares, indicando uma
reacdo inflamatéria mais intensa do que a do grupo
Il tratado com barbatiméo. Aos 14 dias de pos-
operatorio as feridas dos animais do grupo Il estavam
reepiteliadas e as do grupo | possuiam contornos
irregulares, colorag@es pélidas e aspectos secos.

[ I N

A quantidade de infiltrado inflamatério; de tecido de
granulacéo e de neocapilarizacéo foi maior no grupo
I. J& o grupo Il apresentou tecido de granulagao mais
organizado e porcentagem de colageno maior do
gue a do grupo |, tendo fibras colagenas mais
agrupadas em fasciculos distintos. Aos 21 dias de
pds-operatério as areas e 0s aspectos histolégicos
das feridas, nos dois grupos, nao diferiram
significativamente entre si, a ndo ser pela maior
guantidade de fibras colagenas presentes no grupo
[I. A utilizacdo de gel de barbatiméo liofilizado a 5%
em feridas cutaneas de camundongos auxilia na
reepitelizacdo proporcionando, inclusive, menor
resposta inflamatoria localizada.

Palavras-chave: cicatrizacao, ferida cutanea,
barbatim&o, camundongo.

INTRODUCAO

Por ser a primeira barreira de protecéo do
organismo contra agentes externos, a pele esta
sujeita a constantes agressfes. Assim, a sua
reparacao tecidual € importante para a sobrevivéncia
do organismo. Contudo, 0 manejo correto de uma
ferida cutidnea e o emprego de medicamentos
adequados sdo essenciais para que ocorra uma
perfeita cicatrizagdo da &rea lesada (COCKBILL;
TURNER, 1995).

O uso de produtos naturais tem sido
empregado no reparo de feridas cutaneas com o
intuito de auxiliar o processo cicatricial (LOPEZ et
al., 1989). De acordo com Rahal et al. (2000), feridas
de pele, quando tratadas com pomada organica de
6leo de figado de bacalhau, tintura de confrei, extrato
citrico ou 6xido de zinco, tém 0 seu processo
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cicatricial acelerado. O mesmo ocorre quando se
utiliza 6leo de copaiba (EURIDES et al., 1998;
BRITO et al., 1999), e a papaina (SANCHEZ NETO
etal., 1993; BRENDA et al.,1995; CANDIDO, 2001).
Também foram utilizados com sucesso por Trachta
e Silva et al. (2000) extrato de Aloe vera aplicado
em feridas cuténeas de cées e Aloe vera associado
ao propolis em lesdes cutaneas de ratos
(SOMBOONWONG et al., 2000). Outras
substéancias potencialmente “cicatrizantes”
utilizadas foram o acucar de cana, aplicado em
feridas cirtrgicas de ratos (BRENDA et al., 1995), e
0 extrato de Calendula officinalis em lesdes
cutaneas infectadas de ratos (NITZ et al., 2006), e
em feridas cirdrgicas de camundongos
(MASTRANTONIO et al., 2002) e de coelhos
(PAGNANO et al., 2008).

O barbatimédo é uma planta utilizada como
cicatrizante e adstringente, na medicina popular
(PANIZZA et al., 1988). E uma arvore encontrada no
cerrado brasileiro, sendo a sua casca utilizada
como medicamento, e tem como principio ativo o
tanino (PANIZZA et al., 1988; MELLO et al., 1995;
PANIZZA, 1997; MELLO et al., 1999). O tanino,
segundo Simdes (2001), possui agéo bactericida;
fungicida e inibidora de enzimas de Streptococus
mutus. Assim, atua no processo de cicatrizagcéo de
feridas, queimaduras e em inflamacdes por meio de
uma camada protetora (complexo tanino-proteina),
formada sobre a pele ou mucosa danificada (LIMA
et al., 1998; EURIDES et al., 1996). Eurides et al.
(1995), observaram formagéo precoce de tecido de
granulacgéo e de “epitelizacdo” de feridas cutaneas
de camundongos, ao utilizarem o extrato de
barbatimao das espécies do género Stryphnodendron
barbatiman martius e Stryphnodendron poliphillum,
respectivamente.

Assim sendo, objetivou-se avaliar, neste
trabalho, a influéncia do extrato de barbatimao em
gel, na cicatrizacdo de feridas cutaneas
cirurgicamente induzidas em camundongos.

MATERIAL E METODOS

As cascas de barbatiméao (Stryphnodendron
poliphyllum), utilizadas neste experimento, foram
coletadas no cerrado brasileiro, sendo que a sua
classificacdo taxon6mica efetuada a partir da
identificacdo de suas folhas e flores no Herbarium
Uberlandensis, anexo ao Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Uberlandia.

Apobs a coleta, as cascas de barbatimao
foram lavadas com agua corrente e secas a
temperatura ambiente, trituradas em moinho de
facas e peneiradas em peneira de 35 mesh. O grau

de umidade da amostra, definido na balanca de
determinacdo de umidade de 15,4%. Para cada 100g
de matéria absolutamente seca, adicionou-se
1500mL de solucéo de acetona a 70%. Colocou-se
a solucdo em vidro escuro, a temperatura ambiente,
por 24 horas, e filtrada com filtro de placa de vidro
sintetizador a vacuo. O filtrado obtido foi levado a
um rota-evaporizador para liberacéo da acetona, e
obtencéo do extrato aquoso bruto de barbatiméo, o
gual permaneceu no liofilizador durante 24 horas.
Pesou-se o material liofilizado e ressuspendeu-se
em gel de hidroxietilcelulose, na concentragéo de
5%, sendo conservado em refrigerador a 4°C.
Realizou-se a analise fitoquimica do extrato bruto
de Stryphnodendron poliphyllum, de acordo com
método descrito por Reed et al. (1998).

Utilizou-se 48 camundongos (Mus
musculus), machos, adultos, da linhagem Swiss
com peso aproximado de 50g. Os animais foram
distribuidos em dois grupos de igual numero (I e 11),
sendo alojados e mantidos em gaiolas individuais,
com racdo e agua fornecidas ad libidum. Para o
preparo cirargico, posicionaram-se os roedores em
decubitos ventrais, sobre pranchas de madeiras,
realizando-se posteriormente uma ampla tricotomia
na regido dorsal do térax de cada animal.
Administrou-se xilazina na dose de 10mg/kg
intramuscular (IM), completou-se a anestesia com
cloridrato de cetamina na dose de 60mg/Kg, por via
IM. Com um “punch” metdlico de 10mm de diametro,
Delimitou-se a area cutanea na regido dorsal do
térax e removeu-se um segmento circular de pele,
expondo-se as fascias musculares. Nao se adotou,
no pré-operatoério, nenhuma medida de anti-sepsia,
para que apos 24 horas a ferida cutanea pudesse
estar eventualmente contaminada. Apds o
procedimento cirargico, os camundongos do grupo
| receberam sobre as feridas cutaneas 0,3mL de
gel de hidroxietilcelulose e os do grupo Il, 0,3mL de
extrato de Stryphnodendron poliphyllum a 5% em
gel de hidroxietilcelulose. Estas aplicagcbes foram
repetidas diariamente. Redistribuiu-se cada grupo
em quatro subgrupos de seis animais para avaliacéo
aos 3, 7 e 14 e 21 dias de pds-operatério (PO).
Mensurou-se diariamente as feridas com o auxilio
de um paquimetro, nos periodos preestabelecidos
no PO, objetivando a obtencédo de suas éreas,
utilizando-se a equacdo A = X R x r, onde “A”
representa a area, “R” corresponde ao raio maior da
ferida e “r” o raio menor.

Decorridos os periodos preestabelecidos de
3, 7, 14 e 21 dias de PO, os roedores foram
submetidos a eutanasia com superdose de
tionembutal e cloreto de potassio, conforme
recomendado pelo cédigo nacional de ética, para o
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uso de animais em pesquisas cientificas (AVMA,
2001). Coletaram-se fragmentos das lesfes, os
quais foram fixados em solucéo de formol a 10% e
submetidos a inclusao em parafina. Obtiveram-se
cortes histoldgicos de 7mm, corados com HE e
tricrémio de Gomori, para estudos em microscopia
de luz, onde verificou-se a reparagéao tecidual das
feridas, considerando-se a presenca de fibrina, tecido
de granulacdo, necrose tecidual, presenca de
células mononucleares, polimorfonucleares,
piécitos, quantidade de capilares, hemorragia e
reepitelizacéo das feridas cutaneas. Os resultados
histologicos foram agrupados qualitativamente,
utilizando-se escala de simbolos, sendo: 0 auséncia
de alteracdes; + presenca de alteracgdes leves; ++
alteracbes moderadas, e +++ alteragdes intensas.
Adotou-se o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney, para analise dos parametros histolégicos
avaliados (FONSECA; MARTINS, 1992).

A gquantidade porcentual de fibras colagenas,
presentes na regido da cicatrizagéo, foi avaliada nos
grupos de 14 e 21 dias. Para tanto, utilizaram-se
lAminas coradas com tricromio de Gomori,
analisadas por meio de imagens digitalizadas
obtidas em microscépio “Olympus BX40” acoplado
a uma camera “Oly-200" ligada a um computador
PC, através de uma placa digitalizadora “Data
Translation 3153". As analises foram realizadas
utilizando-se o “software HL Image 97%*, que
guantificou a porcentagem da regi&o de cicatrizacéo
ocupada por fibras colagenas, identificadas através
de sua coloragéo verde intensa. Para analise dos
resultados aplicou-se o teste “t” de Tukey, com o
objetivo de comparar as areas das feridas do grupo
| com as o grupo Il, aos 3, 7, 14 e 21 dias de pos-
operatério e a porcentagem de colageno presente
nas feridas dos grupos | e Il aos 14 e 21 dias de

pds-operatdrio, fixando-se “a” = 0,05 ou 5%, como
nivel de rejeicdo de hip6tese de nulidade
(FONSECA; MARTINS, 1992).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s 24 horas do procedimento cirirgico e
anterior & administracao tépica do barbatiméo, as
feridas cutaneas produzidas experimentalmente na
regido dorsal do térax dos camundongos de ambos
0S grupos, encontravam-se avermelhadas e imidas,
indicando presenca de processo inflamatério.
Observacdes estas decorrentes do trauma cirdrgico
local e possivelmente da auséncia de medidas de
anti-sepsia, deliberadamente tomadas, que podem
ter estimulado a inflamacéo local; de acordo com
informagdes anteriores (EURIDES et al., 1995).

Aos trés dias de pos-operatério (PO), as
feridas cutaneas nos roedores dos grupos | e I
encontravam-se Umidas e avermelhadas; contorno
circular e presenca de delgada crosta, observada
“inloco”. As areas das feridas do grupo Il, sobre as
guais se colocou extrato de barbatiméo a 5%, em
gel de hidroxietilcelulose, encontravam-se
significativamente menores do que as do grupo |,
de controle experimental (Tabela 1). Na avaliagédo
tecidual dos materiais, coletados das feridas
cuténeas dos roedores de ambos os grupos, nédo
foram encontradas diferencas significativas nos
parametros avaliados, pois ambos apresentavam
alterag@es histolégicas pequenas. Provavelmente,
a coloracao avermelhada das feridas cuténeas e a
presenca de “crostas” decorreram do préprio
processo inflamatério, o qual foi confirmado pela
presenca de crosta fibrino-leucocitaria e aumento
da circulacéo local.

Tabela 1. Areas (mm?) de feridas cutaneas de camundongos dos grupos controle (1) e grupo tratado com barbatim&o
(1), aos 3, 7, 14 e 21 dias de pés-operatério, Uberlandia-MG, 2007.

3° dia 7° dia 14° dia 21° dia

Animal Grupo | Grupo Il Grupo |  Grupo ll Grupo | Grupo Il Grupo | Grupo Il

1 0,636 0,502 0,439 0,235 0.118 0 0 0

2 0,565 0,565 0,439 0,196 0.126 0 0 0

3 0,565 0,494 0,439 0,196 0.071 0 0 0

4 0,636 0,314 0,502 0,126 0.196 0 0 0

5 0,565 0,439 0,439 0,196 0.094 0 0 0

6 0,494 0,565 0,385 0,126 0.071 0 0 0
Média 0,577 a 0,479 b 0,441 a 0.209 b 0,113 a Ob Oa Oa

DP 0.053 0,094 0,037 0.021 0,046 0 0 0

DP= Desvio padrao, p= 0,05
Médias seguidas por letras distintas nas linhas diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia.
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Aos sete dias de PO, as feridas cutaneas
dos camundongos do grupo | apresentavam aspecto
Umido, contorno irregular, coloracdo résea, formacao
de tecido de granulag&o e presenca de “crosta’ clara
e bem desenvolvida, que se destacava facilmente.
As feridas do grupo Il eram secas, mostrando tecido
de granulagéo e contorno irregular, porém com crosta
parda; resistente e delgada. Segundo Panizza et
al. (1988), o tanino, presente no extrato de
barbatiméo, possui a propriedade de precipitar as
proteinas de um tecido lesado, formando um

revestimento protetor a ferida, que facilita a sua
cicatrizacdo. A coloracdo parda e o aspecto seco
encontrado nas feridas cutaneas dos animais do
grupo experimental (Il), possivelmente, podem ser
atribuidos a ac¢éo do tanino, encontrado no extrato
de barbatiméo utilizado. Embora néo tenha sido feito
um estudo quantitativo de tanino presente na
amostra, encontrou-se na analise fitoquimica elevada
sensibilidade para a presenca de taninos
condensados (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise fitoquimica do extrato aquoso bruto de barbatiméo (Stryphnodendron polyphillum) utilizado em

feridas cutaneas de camundongos, Uberlandia-MG, 2007.

Stryphnodendron polyphillum

Compostos Resultados Padrdes
Triterpenos e esteroides + Digoxina
CAROTENOIDES + B-CAROTENO
Acidos graxos - Acidos graxos
Alcalo6ides - Pilorcapina
Agliconas e flavonas ++ Rutina
Emodoéis ++ Emodina
Cumarinas + Cumarina
Taninos galicos - Acido tanico
Taninos condensados +++ Taninos catéquicos
Saponinas + Saponinas

- Ausente. + Positivo pouco sensivel. ++ Positivo sensivel.
+++ Positivo com alta sensibilidade

Os taninos possuem trés mecanismos de
acdo farmacoldgica: a formagéo de complexos com
ions metélicos; a formacdo de complexos com
macromoléculas orgéanicas, e uma acéo antioxidante
sequestrando radicais livres. Além de taninos
condensados, foram encontradas outras
substancias, no extrato de barbatim&do, como
agliconas e flavonas, que possuem ac¢éo anti-
hemorragica e atuam como co-fatores da vitamina
C. Emoddis, que possuem acdo antimicrobiana e
antifingica, foram também encontrados, os quais
poderiam também ter influenciado o processo de
cicatrizag¢éo cutanea, neste experimento. Conhece-
se que 0s compostos organicos encontrados no
barbatimao fazem parte de substancias resultantes
do metabolismo secundario das plantas (SIMOES,
2001).

As substancias que apresentaram pouca
sensibilidade, ou estavam ausentes no teste
fitoquimico do barbatim&o, ndo foram consideradas
como fatores que pudessem influenciar na
cicatrizacdo. Na avaliacdo histoldgica do grupo |,
notou-se maior quantidade de fibrina; tecido de

granulacdo e leucocitos polimorfonucleares
presentes na area lesada, indicando uma reacéo
inflamatéria mais intensa do que a do grupo II,
tratado com barbatim&o. Estas observacdes
diferiram dos resultados observados por Eurides et
al. (1996), que ao utilizarem extrato aquoso do
barbatim&o Stryphnodendron barbatiman martius,
em feridas de pele de camundongos, notaram aos
sete dias de PO um processo inflamatério mais
intenso nas feridas tratadas com barbatim&o em
relagcéo as do controle.

O resultado principal obtido neste estudo
foi, talvez, a possibilidade de formulagéo e uso do
barbatim&o liofilizado em gel que proporcionou maior
tempo de permanéncia das substancias sobre a
ferida, permitindo assim uma melhor atuacdo do
tanino, e promovendo, consequentemente, uma agao
anti-inflamatéria. As areas das feridas do grupo |l
foram significativamente menores do que as do
grupo |, indicando que embora possuissem menor
capacidade de formacéo de tecido de granulacéo,
as feridas do grupo tratado apresentaram melhor
reepitelizacdo em relacéo as do controle (Tabela 1).
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Aos 14 dias de pés-operatorio as feridas
dos animais do grupo Il estavam reepitelizadas e as
do grupo | possuiam contorno irregular, coloracdo
palida e aspecto seco. A quantidade de infiltrado
inflamatdrio; de tecido de granulacao e de capilares
neoformados foi maior no grupo I. Ja o grupo Il
apresentava tecido de granulacdo mais organizado
e porcentagem de colageno maior do que a do grupo

I, mostrando as fibras colagenas mais agregadas
em lamelas (Tabela 3). Isto se deveu, provavelmente,
ao fato que o extrato de barbatiméao teria acelerado
as fases da cicatrizacdo, como foi observado nos
estudos de Panizza et al. (1988) com camundongos,
e de Castro; Silva (1996) em ratos, favorecendo a
contracéo da ferida, bem como a diminui¢éo de seu
diametro facilitando a migracgéao epitelial.

Tabela 3. Porcentual de colageno das feridas cutaneas de camundongos dos grupos controle (I) e tratado (ll), aos

14 e 21 dias de poés-operatério, Uberlandia-MG, 2007.

14° dia 21° dia
Animal | Il | Il
1 12,30 47,50 33,60 57,00
2 35,60 54,70 37,30 57,20
3 36,50 48,40 33,00 56,30
4 23,50 56,00 32,00 56,30
5 27,20 46,30 31,00 48,00
6 25,80 48,80 33,40 51,00
Média 26,61 a 50,28 33,38 a 54,30 b
DP 8.88 4,04 2,15 3,85

DP= Desvio padrao, p=0,05

Médias seguidas por letras distintas nas linhas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.

Aos 21 dias de pés-operatorio as feridas
cutaneas dos dois grupos de camundongos
utilizados nao diferiram significativamente entre si,
a ndo ser pela quantidade de fibras colagenas, que
foi maior no grupo Il (Tabela 3). Resultados similares
foram obtidos por Brenda et al. (1995), em feridas
cutaneas de ratos tratadas com papaina.
Possivelmente, em periodos mais adiantados, as
feridas cutaneas do grupo | apresentariam as
mesmas caracteristicas, porém neste estudo, o
tratamento com extrato de barbatimdo em gel
efetivamente, acelerou a agregacao de fibras
colagenas.

CONCLUSAO

O uso de gel de extrato de barbatiméo
liofilizado a 5% em feridas cutdneas de
camundongos auxilia a reepitelizacao
proporcionando menor resposta inflamatdji

Styphnodendron poliphyllum hidroxieti
gel at 5%, used in mice skin wounds

ABSTRACT

In this study 48 adult male mice (Mus
musculus) were divided in two groups, being
considered the group | as control and the group Il as
experimental concerning to the use of
Styphnodendron poliphyllum extract. Skin wounds
from rodents of the group | were treated with
hidroxietilcelulose gel and those of the group Il were
treated with lyophilized S. poliphyllum extract and
suspended in 5% “hidroxietilcelulose” gel.
Macroscopic and histological analysis of the skin
wounds were performed at 3, 7, 14 and 21 days
after surgery (AS). The collagen presented in the
wounds of both groups was quantified using image
analysis at 14 and 21 days AS. At 3 days AS the
skin wounds of both groups were wet, reddish, with
circular outline and slender scab. The wound areas
of the group Il were significajptly smaller than those
of the group I, and no signiffcant differences were
found between the groups pased on histological
analysis. At 7 days AS, gro{p | wounds were wet,
pink colored, showing irreguldr outline and presence
of granulation tissue in addifjon to occurrence of a
clear, well developed crust edsily detachable. Group
Il wounds were more brownigh, dry, with granulation
tissue and irregular outline, put showed yellowish,
little developed crust. In the gontrol group (1), it was
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seen a higher presence of fibrin, granulation tissue
and polymorph nuclear leucocytes, indicating a more
intense inflammatory reaction than in the treated
group with S. poliphyllum extract. At 14 days AS,
the group Il wounds improved a nhew epithelium and
those from group | showed irregular outline, pale color
and dry aspect. Presence of inflammatory infiltrate,
granulation tissue and capillaries was higher in group
| wounds. In contrast, the group Il wounds showed
more organized granulation tissue and higher
collagen percentage, with collagen fibers more
condensed. At 21 days AS, the wound areas and
histological features did not show significant
differences between the groups, except for the higher
presence of collagen fibers in group Il wounds. It
was concluded that the use of S. poliphyllum extract
gel at 5% in mice skin wounds improved a new
epithelium, with less inflammatory reaction.

Keywords: healing, wound, Styphnodendron
poliphyllum extract, mice.
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