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RESUMO

A cicatrizacdo caracteriza-se com um processo fisio-
l6gico dindmico que concerne em manter a integri-
dade da lesdo. O presente trabalho objetivou avaliar
morfometricamente, através de ensaios in vivo, a ci-
catrizagdo de feridas cutaneas com uso tépico de ex-
tratos de Prosopis juliflora. Foram utilizados 27 ratos
Wistar, machos e adultos, divididos em trés grupos
sob os quais foram aplicados, tépica e separadamen-
te, solugdo de fisiolégica de NaCl 0,9% (Gl), extrato
aquoso de folhas de P. juliflora (GlI) e extrato aquoso
de cascas de caule de P. juliflora (GllI) em periodos de
7,14 e 21 dias. A avaliagdo morfométrica da ferida foi
feita diariamente e sua evolugdo foi acompanhada ob-
servando o aspecto da lesdo e medida da retragéo ci-
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catricial com paquimetro digital. Os extratos aquosos
de folhas e cascas de caule de Prosopis juliflora per-
mitiu uma cicatrizagdo gradual e um comportamento
estével da ferida, bem como apresentou um proces-
so de reepetilizagdo satisfatéria do ponto de vista de
tecido de granulagdo a partir do 7° dia. Ressalta-se a
importancia da ampliagdo de estudos experimentais
em animais com esses compostos, uma vez que 0s
dados obtidos sdo incipientes para sua aplicabilidade
em seres humanos.
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ABSTRACT

Wound healing is characterized with a dynamic phy-
siological process that must maintain the integrity of
the lesion. This study aimed to evaluate morphometri-
cally through in vivo testing, the healing of skin woun-
ds with topical use of Prosopis Juliflora extracts. 27
male and adults Wistar rats, divided into three groups
in which they were applied, topical and separately
physiological solution of NaCl 0.9 % (Gl) , aqueous ex-
tract of leaves of P. Juliflora (Gll) and aqueous extract
of stem bark of P. Juliflora (GlII)in periods of 7, 14 and
21 days. Morphometric evaluation of the wound was
done daily and its evolution was followed by observing
the appearance of the lesion and extent of scar retrac-

RESUMEN

La cicatrizacién de heridas caracterizase por un pro-
ceso fisiolégico dindmico que se refiere a mantener
laintegridad de la lesién . Este estudio tuvo como ob-
jetivo evaluar morfo métricamente la curacién de las
heridas de la piel con el uso tépico de los extractos de
Prosopis juliflora . Se utilizaron 27 raténs Wistar adul-
tos, dividido en tres grupos; Gl en que se lo aplicaron
solucién fisiolégica de NaCl al 0,9%, Gll em que se
utilizaron hojas P. juliflora en extracto acuosoy GllI
en que se utilizaron en extracto acuoso corteza del
tallo de P.juliflora, en periodos de 7, 14y 21 dfas . La
evaluacién de la herida se realiza a diario y su evolu-
cién fue seguida por la observacién la extension de

tion with a digital caliper. The aqueous extracts of the
leaves and stem bark of Prosopis juliflora allow a gra-
dual and stable behavior healing of the wound, and
showed satisfactory re-epithelialization process from
the viewpoint of granulation tissue starting from the
7th day. We emphasize the importance of expanding
experimental animal studies with these compounds,
since the data obtained are incipient for their applica-
bility in human beings.
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la retraccién cicatricial de la herida. Los extractos
acuosos de las hojas y el tallo de corteza de Prosopis
juliflora permiten una curacién gradual y estable de la
herida, y presentaron un proceso satisfactorio desde
el punto de vista del tejido de granulacién a partir del
séptimo dia. Destacamos la importancia de ampliar
los estudios experimentales en animales con estos
compuestos, ya que los datos son incipientes para su
aplicabilidad en humanos.
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1INTRODUGAO

O uso de substancias e compostos organicos
para fins de atividades bioldgicas é altamente vi-
dvel, uma vez que vérias pesquisas apontam resul-
tados significativos destes, para as mais diferentes
atividades bioldgicas, potencializando-os como
drogas promissoras para producdo de farmacos
(TSALA et al., 2013)

Dentre as atividades bioldgicas apresentadas por
compostos orgdnicos, pode-se destacar aquelas en-
volvidas em processos de cicatriza¢do e/ou reparagado
de tecidos lesados (TSALA et al., 2013). Definido como
um processo dinamico de fendmenos bioquimicos e
fisioldgicos, a cicatrizagdo ocorre por meio de eventos
celulares e moleculares, coordenados, que interagem
para garantir a restauragdo e a reconstituigdo tissular
(MAQUART; MOONBOISSE, 2014).

A cada ano aumenta o nimero de pesquisas
com o envolvimento de produtos naturais que ob-
jetivam acelerar o processo cicatricial, bem como
reduzir as suas complicagdes. Assim as perspec-
tivas de desenvolvimento de novas tecnologias
acerca do uso de produtos naturais sdo incremen-
tadas como uma opgdo de tratamento alternativo,
frente ao arsenal terapéutico sintético ja existente
(PEREIRA; BARTOLO, 2013).

A espécie vegetal Prosopis juliflora pertencen-
te a familia Mimosaceae, é uma espécie exbética,
origindria do norte da América do Sul e Central,
conhecida popularmente como algaroba, com am-
pla distribuicdo na Regido Nordeste do Brasil, prin-
cipalmente nos estados da Paraiba, Rio Grande do
Norte, Pernambuco, Bahia e Piaui (NASCIMENTO
et al., 2014). Dentre as suas muitas utilizacdes, é
possivel destacar suas atividades antibacterianas
(SHACHI-SINGH; VERMA, 2011), antineoplasicas
(SATHIYA; MUTHUCHELIAN, 2011), antioxidantes
(NAPAR et al., 2012), antiplasmodiais (RAVIKU-
MAR et al., 2012).

Com base no amplo espectro de atividades bio-
légicas registradas para a espécie em estudo e a va-
lorizagdo de pesquisas com produtos naturais para
utilizagdo nas praticas terapéuticas, foi percebido
a oportunidade de realizar um estudo experimental
com o objetivo de avaliar morfometricamente, a ca-
pacidade de aceleracdo de eventos de cicatrizagdo em
feridas cutaneas, a partir de extratos brutos da espé-
cie Prosopis juliflora por meio de ensaios in vivo.

2 METODOS

Este estudo experimental de investigacdo laborato-
rial em animais foi realizado no Biotério e no Laboratério
Multidisciplinar de Morfologia e Patologia da Faculdade
de Ciéncias Bioldgicas e da Satde (FCBS) do Centro Uni-
versitario Cesmac (CESMAC), Macei6, Alagoas, ap6s apro-
vagdo do Comité de Etica em Pesquisa do CESMAC sob o
protocolo n° 067B/09-11. Sendo obedecidos os principios
éticos em experimentacdo animal preconizado pelo Colé-
gio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

2.1 COLETA, PREPARAGAO DO MATERIAL VEGETAL
E OBTENGAO DO EXTRATO BRUTO

As folhas e cascas de caule da espécie vegetal foram
obtidas de individuos arbéreos situados em area urbana
na cidade de Macei6, na Praga Centendria localizada no
bairro do Farol, sendo acondicionados em sacos plas-
ticos individuais e levados ao Herbario do Instituto do
Meio Ambiente de Alagoas - IMA/AL, para confirmagao
da espécie e deposito de exsicatas sob o n° IMAL-9638,
para registro da mesma junto ao referido herbario.

Folhas e cascas de caules de P. juliflora, foram sub-
metidas a secagem, inicialmente em temperatura am-
biente e completada em estufa a 50 °C até obter-se um
teor-padrdo de umidade de 20%. Em seguida o material
foi triturado em moinho e o pé resultante foi acondicio-
nado, separadamente, em fracos de vidros. Prontamente
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esses pos foram, separadamente, misturados com agua
destilada e mantidos em temperatura ambiente por 48h.
A solugdo extrativa foi submetida a secagem em liofiliza-
dor e rotaevaporador. Apds esse procedimento o extrato
aquoso de folha (EAF) e o extrato aquoso de casca de
caule (EACC) estavam preparados.

2.2 AMOSTRA, PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
E ANALISE MORFOMETRICA

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados 27
ratos Wistar (Rattus novergicus), machos, com idade
de 90 dias, com peso de aproximadamente 250 gra-
mas, oriundos do biotério da FCBS/CESMAC. Durante
as etapas experimentais os animais foram mantidos
em gaiolas de propietileno, sob condi¢des controla-
das de temperatura e ciclo noite/dia bem definido,
com acesso livre a alimento e dgua ad libitum.

Os animais foram distribuidos em trés gru-
pos: Grupo | (Controle, recebeu uma aplicagao tépica
diria de soro fisiolégico), Grupo Il (Grupo experimen-
tal EAF, recebeu uma aplicagdo tépica didria de extra-
to aquoso de folhas) e Grupo Ill (Grupo experimental
EACC, recebeu uma aplicagdo tépica didria de extrato
aquoso de cascas de caule). A vista disto, os animais
foram redistribuidos em subgrupos: GI7, GlI7 E GllI7
(animais tratados durante o intervalo de sete dias,
com trés animais em cada grupo); Gl14, GlI14 E GllI14
(animais tratados durante o intervalo de 14 dias, com
trés animais em cada grupo) e GI21, GlI21 E GllI21
(animais tratados durante o intervalo de 21 dias, com
trés animais em cada grupo);

Passado o periodo de aclimatacdo dos animais, es-
tes foram submetidos a procedimento cirtrgico, onde
foram anestesiados por via intramuscular, pela mis-
tura dos farmacos xilazina (50 mg/kg) e quetamina
(15 mg/kg), com seringa descartavel, apds o periodo
anestésico procedeu-se em todos os animais a depila-
¢do, tricotomia e demarcagdo da &rea de produgdo das
feridas. A assepsia foi feita com polivinilpirrolidona-
-iodo. A &rea da ferida foi delimitada com tinta, onde

um campo fenestrado estéril de 1x1 cm foi preenchi-
do, sendo retirados pele, misculo cutaneo e gordura
subcutanea com auxilio de tesoura e pinga anatomi-
ca. Posteriormente ao procedimento cirdrgico, as fa-
lhas cutaneas foram tratadas diariamente mediante
os tratamentos e pelos periodos correspondentes,
conforme descrito acima.

Percorridos os periodos estabelecidos de pés-ope-
ratério (PO), foram realizadas as anéalises morfométri-
cas das feridas, com auxilio de um paquimetro, e uso
de uma equacdo A = . R. r (onde: A representa o valor
da &rea calculado em mm2, R corresponde a metade
do diametro maior da ferida e r a metade do didmetro
menor da ferida), para obter o tamanho da 4rea de cada
ferida. A reparagdo tecidual foi analisada por meio de
microscépio 6ptico da marca Olympus®, considerando
o grau de reepitelizacdo proposto por (GARROS et al.,
2006), sendo os achados histolégicos agrupados quali-
tativamente de acordo com os parametros: auséncia de
alteracdes, alteracgdes discretas e alteragdes intensas.

3 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram analisados pelo programa Bioestat
versdo 5.0. A rea da ferida (mm2) foi avaliada pelo teste T
de Student e a comparagdo das médias pelo teste de Tukey
com nivel de significancia de nulidade de 5% (p <0,05).

4 RESULTADOS

O ato operatério de todos os animais transcorreu
sem complicagBes, ndo houve registro de 6bito. As
atividades fisicas e a mobilidade diaria dos animais
transcorreram normalmente e todos apresentaram
disposicdo para alimentacéo, o que implica dizer que
pelas avaliag@es clinicas didrias, os animais mostra-
ram adequada recuperagdo.

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores mé-
dios das areas das feridas de todos os grupos em ex-
perimentacao.
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Tabela 1 - Dados morfométricos das médias das &reas dentre os grupos controle e experimentais
(GIEAF e GIIIEACC), no 79, 140 e 21° dias de pés-operatério (PO)

GRUPO 7°DIA 14 °DIA 21°DIA
Gl 0,34 £ 2,15 0,29 £0,81 0,30 £ 1,06
Gll 0,54 +2.01 0,52 0,54 0,51 £2,01
GllI 0,71+1,02 0,16 £+ 1,01* 0,18 £ 2,16*

* grupos marcados com asteriscos apontam diferenca significativa (p< 0,05)
Fonte: Dados da pesquisa.

As feridas cutaneas apresentaram evolugdo satis-
fatéria, onde em todos os grupos foram registrados
exsudacdo e formagdo de crostas delicadas a partir do
2° dia de PO. Foi observado a evolugédo da crosta para
epitelizacdo ja no 7° dia de PO (Figura 1).

Figura 1 - Aspecto histolégico do grupo Gl no 7° dia
de PO, com destaque para presenga da Crosta fibri-
noleucocitaria (Cr) e o processo de reepitelizacao (R).
Falha cutanea (F). A seta indica formacdo de vasos
(Neovascularizagdo). Aumento 10x

Fonte: Dados da pesquisa.

Ainda em relagdo ao grau de epitelizagdo, ao com-
parar os achados entre os grupos, observa-se superio-
ridade dos grupos experimentais Gll e Glll em relagdo
ao grupo controle, dado sustentado pelo discreto grau
de epitelizagdo (Tabela 2).

Tabela 2 - Classificacdo do Grau de epitelizacéo
no 7° dia de PO de extratos brutos de P. juliflora

Grupo Grau de epitelizacao
7° dia 14° dia 21° dia
Gl ausente leve acentuado
Gl discreto leve acentuado
Glll  discreto leve acentuado

Fonte: Dados da pesquisa.

5 DISCUSSAQ

O processo de cicatrizagdo se caracteriza por uma
sequéncia de eventos que interagem, objetivando a res-
tauragdo do tecido lesado, compreendendo o extrava-
samento do plasma, a coagulacgdo e agregacdo plaque-
taria e por fim a reepitelizagdo e remodelagem tecidual
(MENDOCA; COUTINHO-NETTO, 2009). Deste modo, a
utilizacdo de agentes cicatrizantes que possuam a capa-
cidade de agir diretamente no processo, interferindo no
reparo ou atuando como agente antisséptico pode ser
favoravel (CAVALCANTI NETO et al., 2005).
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Neste contexto inimeros estudos apontam a
eficiéncia de compostos naturais oriundos de ve-
getais frente a processos cicatriciais, como o tra-
balho de Muniappan e outros autores (2014), que
apresentou resultados significativos para proces-
sos de cicatrizacdo dos extratos etandlico e etilico
das folhas de Bambusa arundinacea. Potenciali-
dade cicatrizante, também, foi registrada para os
extratos foliar aquoso e metandlico de Cleome vis-
cosa (UPADHYAY et al., 2014); assim como foram
registradas para os extratos de Punica granatum
(MO et al., 2014).

No que concerne ao potencial cicatrizante do
género Prosopis, o extrato aquoso da casca do caule
da espécie P. africana, reduziu de forma significativa
a excisdo de feridas em ratos (EZIKE et al., 2010), o
que aponta a capacidade dos representantes do gé-
nero para uso em estudos que viabilizem o tratamen-
to de feridas. No caso dos extratos de P. juliflora ja foi
possivel observar redugdo da area da lesdo a partir
do 7° dia de PO, entretanto, apenas a partir do 14°
dia essa diferenga foi significativa quando se com-
parou os dados do Glll com o Gl, apontando o extrato
aquoso da casca de caule como o mais favoravel para
uso tépico em feridas uma vez que induziu a redugdo
acentuada da area da lesdo, sendo observado, tam-
bém, grande quantidade de fibroplasia e de tecido
de granulagdo, reconhecidos como facilitadores da
contracdo (TSALA et al., 2013).

Quando ocorre a lesdo tissular, a inflamagdo é o
primeiro evento a ser desencadeado iniciando com
a hemostasia e deposigdo de fibrina, gerando uma
cascata de células inflamatérias que permitem des-
truir, diluir ou encerrar o agente agressor e colo-
car em movimento eventos como a proliferacéo de
fibroblastos e deposi¢cdo de colagenos que cicatri-
zam e reconstituem o tecido danificado (BIRDANE
et al., 2014). Durante o processo de evoluc¢do cica-
tricial usando os extratos de P. juliflora, foi possivel
observar que a reagdo inflamatéria esteve presente
em todos os grupos, porém, com maior acuidade no

grupo controle. Pereira e Bachion (2005) afirmam
que a reepitelizacdo a partir das margens da ferida,
desempenham um importante papel no fechamento
da mesma, sob esse aspecto foi possivel observar
essa caracteristica em todos os grupos tratados
com extratos de P. juliflora.

De acordo com Balbino e outros autores (2005),
a reepitelizacdo tem inicio poucas horas apés
ocorrer a lesdo, e apds quatro dias ja é possivel
observar a formacgdo de tecido de granulacdo, cuja
a formacdo é induzida pela cascata de inflamagdo
que estd diretamente relacionada com a formacgdo
de crosta e neovascularizagdo. Neste trabalho foi
observada formacdo de crosta ja a partir do 2° dia
de PO, além da presenca do fenémeno de neoan-
giogénese de maneira ndo igualitaria no grupo
controle e nos grupos experimentais, e por fim
uma disposi¢cdo de fibras coldgenas organizadas
nos grupos experimentais apés o 21° de PO, igua-
lando-se ao controle, haja vista que ambos atingi-
ram a cicatrizacgdo total.

E fundamentalmente importante citar que o uso
de soro fisiol6gico, em todos os dias de PO ndo in-
fluenciou positivamente o processo cicatricial, ao
contrario dos extratos de P. juliflora.

6 CONCLUSAQ

Aplicagdo tépica de extratos aquosos de folhas
e cascas de caule de Prosopis juliflora permitiu
uma cicatrizagdo gradual e um comportamento es-
tavel da ferida em estudos com animais, bem como
apresentou uma histologia satisfatéria do ponto
de vista de tecido de granulacdo e reepitelizagdo
nos 7° e 14° dias de PO.

E importante ressaltar a necessidade da amplia-
¢do de estudos experimentais em animais com esses
compostos, uma vez que os dados obtidos sdo inci-
pientes para sua aplicabilidade em seres humanos.
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