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RESUMO
Introducdo: O processo de cicatrizacdo ¢é
caracterizado como um conjunto dinamico de

alteracdes teciduais importantes ha manutencdo da
integridade da lesdo. Objetivo: Avaliar a cicatrizacdo
de feridas cutaneas abertas em ratos, tratados com
uso tépico do latex de Croton urucurana. Materiais e
Métodos: Foram utlizados 36 ratos da linhagem
Wistar, machos, adultos, divididos em trés grupos
contendo 12 ratos cada: o grupo controle (GC)
recebeu aplicagéo topica de solucao fisiolégica estéril
(NaCl 0,9%) na ferida e os grupos experimentais: GU-
50%, tratado com aplicagdo topica do latex da C.
urucurana diluido em solucao fisiologica estéril a 50%,
e GU-100%, tratado com aplicacéo topica do latex na
forma in natura, ndo diluido. A aplicagdo diaria do latex
e da solugdo fisiologica foi realizada sobre ferida
circular padronizada de 1cm de diametro na regido
dorsal de cada animal. A avaliacdo da ferida foi feita
do ponto de vista macroscépico nos periodos pré-

ABSTRACT

Introduction: Wound healing is characterized with a
dynamic set of changes to tissue important in
maintaining the integrity of the lesion. Objective: To
evaluate the healing of open wounds in mices treated
with topical use of latex of Croton urucurana.
Materials and Methods: We used 36 Wistar mices,
males, adults, divided into three groups of 12 mices
each: the control group (CG) received topical
application of sterile saline solution (0.9% NacCl) into
the wound and experimental groups: GU-50%, treated
with topical application of the latex C. urucurana
diluted in sterile physiological solution at GU-50% and
GU-100%, treated with topical application of latex in
the form fresh, undiluted. The daily application of latex
and saline were conducted on standardized circular
wound 1lcm in diameter on the dorsal area of each

determinados (4°, 8° e 12° dias). Fez-se a analise
macroscépica da evolucdo do aspecto da lesdo e
medida da retracdo cicatricial da ferida, por planimetria
digital. Resultados: Ndo houve  diferenca
estatisticamente significante entre as areas cirargicas
das feridas tratadas com latex de C. urucurana e o
GC, porém, as é&reas das feridas diminuiram
progressivamente de maneira significativa em ambos
0s grupos com a evolugdo do tempo. Conclusédo: O
uso topico do latex de C. urucurana ndo apresentou
efeito significativo na cicatriza¢do da pele de ratos em
relacdo a é&rea cirlrgica. Entretanto, a planimetria
computacional mostrou ser um recurso de baixo custo,
facil manuseio e de aplicabilidade clinica.

Palavras-chave: Croton. Cicatrizacdo. Ratos wistar.

animal. Wound assessment was made of the
macroscopic point of view in predetermined periods (4,
8 and 12 days). Made up the macroscopic aspect of
the lesion evolution and extent of wound contraction
healing, by digital planimetry. Results: There was no
statistically significant difference between the areas of
surgical wounds treated with latex of C. urucurana and
CG, however, the wound areas progressively
decreased significantly in both groups with the
evolution of time. Conclusion: Topical use of latex of
C. urucurana no significant effect on the healing of
mice skin in relation to the surgical area. However, the
computerized planimetry proved to be a feature of low
cost, easy handling and clinical applicability.

Descriptors: Croton. Healing. Wistar mices.
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INTRODUCAO

A cicatrizagdo é um processo dindmico que
envolve fendmenos bioquimicos e fisioldgicos que se
comportam de forma harmoniosa a fim de garantir a
restauracdo tissular.

Na pele normal, a epiderme e a derme encontram-
se em um estacionario estado de equilibrio, formando
uma barreira protetora contra o ambiente externo.
Uma vez que esta barreira é quebrada, o processo
normal de cicatrizacdo é imediatamente colocado em
acdo e uma série de complexos eventos bioquimicos
ocorre em uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para
gue ocorra a repavimentacdo e a reconstituicdo do
tecido.?

Cada vez mais se observa a existéncia de pesquisas
que estdo em andamento e ha perspectivas de
desenvolvimento de novas tecnologias que visam ndo
sO acelerar o processo cicatricial mas, também, reduzir
as suas complicacdes.™*

Apesar da predominancia, no arsenal terapéutico
para cicatrizacdo, de substancias sintéticas, nos
Gltimos anos tém-se verificado retomada a valorizacéo
de préticas terapéuticas consideradas por muitos
profissionais de salde como populares ou ndo
cientificas, inclusive a lenta reincorporacdo das ervas
medicinais como alternativa ou complemento
terapéutico.”

Dentre as muitas espécies vegetais que fornecem
novas substancias quimicas com grande potencial,
destacam-se aquelas da familia Euforbiaceae,
constituida de arvores, arbustos e ervas que se
caracterizam por apresentarem latex e fruto que se
abre em trés mericarpos.® Nesta familia encontra-se o
género Croton, de grande importdncia quimica e
farmacol6gica, amplamente estudado e que detém
expressiva relevancia econémica, alicercada em seu
conteudo de oleos essenciais e diversas substancias
ativas como terpendides, flavonéides e alcal6ides.® As
espécies desse género sdo empregadas com frequéncia
na medicina popular e algumas delas demonstrando
propriedades terapéuticas comprovadas.”®**° Varios
representantes do género Croton se destacam como
agentes para aliviar a dor. Outras atividades
farmacologicas detectadas sdo antiinflamatoria,
antiulcerogénica e anti-hipertensiva.®

Croton urucurana Baillon é uma espécie
conhecida popularmente como sangra d*agua e sangue
de dragdo." E usada na medicina popular para
infeccdes, diarréia, inflamagdes, cancer e feridas
cutaneas.””**** Pode ser encontrada com facilidade
nas regides que abrangem o bioma do Cerrado no
Brasil, chega a atingir de seis a oito metros de altura,
possui copa aberta e tronco claro, podendo chegar a
até 20 cm de didmetro. Ao cortar o tronco ocorre a

liberacdo do latex (seiva), que em contato com o ar
torna-se resinosa, de cor avermelhada, semelhante a
cor de sangue.® E em alguns estudos foram
evidenciadas  atividades  antibacteriana®® e
antidiarreica®’ desta espécie em modelos animais.

Diante disso, o presente estudo tem por objetivo
avaliar a cicatrizagdo de feridas cutineas abertas em
ratos, tratados com uso topico do latex de Croton
urucurana.

MATERIAL E METODO

Este estudo foi realizado no Laboratério de
Pesquisa do Nucleo de Pesquisa de Saide Comunitéria
(NUPESC), da Fundac¢do UnirG, Gurupi-Tocantins,
ap6s aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro Universitario UnirG sob o protocolo n°
36/2008. Neste local os animais foram mantidos
durante todo o periodo experimental e foram coletados
os dados para avaliacdo clinica, sendo obedecidos os
principios  éticos em  experimentacdo animal
preconizados  pelo  Colégio Brasileiro  de
Experimentacdo Animal, COBEA.

Coleta e preparac¢do do material boténico

Trés individuos arb6reos de Croton urucurana
foram localizados na regido do municipio de Gurupi-
TO e georreferenciados. Para cada um deles foi
realizada a classificacdo taxondmica por meio da
identificacdo de folhas e flores junto ao Herbéario da
Universidade Federal do Tocantins, Campus de Porto
Nacional, e do depdsito de exsicatas para a obtencao
do namero de registro: HTO-10.467.

Em cada individuo arboéreo foram realizadas, pelos
pesquisadores, incisGes transversais na entrecasca do
caule para a obtencdo do latex, na altura de um metro
em relacéo ao solo, por meio de facdo.'® Esses cortes
foram feitos em nivel superficial do caule, de modo a
ndo comprometer a sanidade e o desenvolvimento de
cada planta. Apds a execucdo dos cortes e imediata
exsudacdo do latex, o material foi devidamente
coletado em tubos de ensaio esterilizados em
autoclave a 121 °C, marca Phenix®.

Em laboratorio, aproximadamente 50 mL do
material foi estocado em refrigerador a 4°C por um
periodo maximo de 15 dias."®*® Foram realizados os
testes de contaminacdo microbioldgica pelo método de
difusdo do latex em placas de Petri com meio sélido
Mueller-Hinton acrescido de 5% de sangue de
carneiro desfibrinado (para bactérias) e Agar Dextrose
Sabouraud (para fungos). Foi tomado como
referencial, 0o método de difusdio em agar® e as
recomendagdes do National Committee for Clinical
Laboratory Standart - NCCLS (2002).** Toda a
amostra de latex foi considerada adequada para ser
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utilizada no estudo, pois ndo apresentou crescimento
microbiol6gico de coldnias apo6s incubacdo por 48
horas em estufa bacteriol6gica a 37 °C.

Foram realizados os procedimentos de diluicdo de
25 mL da amostra obtida do latex em solucgdo
fisiologica estéril (NaCl 0,9%) na concentragdo de
50%. Em seguida, todo o material foi acondicionado
em frascos estéreis, protegidos de luminosidade e em
temperatura ndo superior a 4°C.

Amostra

Foram utilizados 36 ratos machos Wistar (Rattus
norvegicus albinus, Mammalia, Rodentia, Muridae),
com idade de aproximadamente 90 dias, com peso
médio variando entre 363%42g, provenientes do
Biotério do NUPESC. Estes animais foram
ambientados e aclimatados por sete dias para
adaptacdo, recebendo racdo padrdo para ratos
(Purina® Labina) e 4gua ad libitum. Foram utilizados
no estudo os animais que apresentaram as melhores
condigdes fisico-clinicas apropriadas para a realiza¢do
da pesquisa (n=36), seguindo as normas estabelecidas
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

Apos essa triagem, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos contendo 12 ratos cada,
sendo o grupo controle (GC), que recebeu aplicacéo
topica de solugdo fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) na
ferida e os grupos experimentais: Urucurana 50%
(GU-50%), tratado com aplicacdo topica do latex da
Croton urucurana diluido em solucdo fisiologica
estéril a 50%, e Urucurana 100% (GU-100%), tratado
com aplicacdo tépica do latex desta planta na forma in
natura.

Em seguida, os ratos foram identificados com
tintura de pincel permanente na cauda e cada grupo foi
dividido em trés subgrupos contendo quatro animais
cada, definidos conforme a data da eutanasia dos
animais no quarto, oitavo e décimo segundo dias do
periodo pds-operatorio.

Os ratos permaneceram alojados na sala de
experimentagdo animal do NUPESC para conducéo do
experimento, nas seguintes condi¢des: arrefecidos em
ar condicionado de 27°C, em gaiolas individuais
arejadas de poliuretano, forradas com camada de 5¢cm
a 10cm de palha de arroz, protegidos do sol e corrente
de ar. A 4gua e a alimentacdo solida, com ragdo
padrdo  (Purina® Labina), foram fornecidas
ininterruptamente durante todo o periodo do estudo.

Anestesia e técnica operatdria

Todos os animais foram anestesiados com uma
aplicacdo intramuscular na pata traseira direita, da
combinacdo de ketamina e xilazina na proporcdo de
50mg/kg e 20mg/kg, respectivamente.”’  Ap6s
adequada contencdo farmacoldgica e mecanica, foi

realizada a tricotomia de uma area aproximada de 16
cm? (4 X 4 cm) na regido dorso-central dos animais
experimentais. A anti-sepsia do local foi realizada pela
administracéo topica de polivinilpirrolidona-iodo em
toda a &rea tricotomizada precedendo o procedimento
lesivo propriamente dito.”? Para padronizacdo da
ferida cirlrgica, foi utilizado um punch metélico de
10mm de didmetro no interior da &rea tricomizada, em
profundidade também padronizada pela fascia
muscular dorsal.*

Po6s-operatério

Logo ap6s a técnica operatoria, 0s animais foram
novamente reacomodados nas suas respectivas
gaiolas, divididos em seus respectivos grupos e
receberam 0 mesmo tratamento pré-operatorio, com
racdo padrédo para ratos e agua sempre disponivel.

Apobs 24 horas do ato operatorio foi realizada a
primeira aplicacdo tépica do latex nos grupos GU-
50% e GU-100%, com o auxilio de conta-gotas
estéreis, descartaveis e individuais. Este procedimento
foi repetido diariamente, duas vezes ao dia, com
intervalo de 12 horas entre aplicac6es, durante quatro,
oito ou 12 dias, conforme o subgrupo a que pertencia
o animal. No grupo controle ocorreu a aplicacdo de
solucdo fisioldgica (NaCl 0,9%), seguindo 0 mesmo
procedimento diario dos grupos experimentais.”

Diariamente, as feridas de todos animais foram
avaliadas quanto & presenga ou auséncia de secrecéo,
crostas ou necrose. Os animais também foram
monitorados com relacdo a atividade motora e
condi¢cbes comportamentais. Todos os dados foram
registrados em ficha prépria para cada animal.®?

Planimetria digital

Todos os animais tiveram sua ferida fotografada
por camera digital modelo “Cyber-Shot F-828”,
(Sony®, Japan), 8.1 mega pixels, zoom 3.0 e mantida
em suporte a distancia constante (20 cm). Uma régua
milimetrada foi fotografada junta e lateralmente as
lesBes para posterior ajuste de escala e mensuragéo da
area da ferida (Figura 1). Os dados assim obtidos
foram registrados em arquivos digitais para posterior
comparacdo, por planimetria digital, mediante
aplicacdo do software AUTOCAD R14 (San Rafael-
USA). A avaliagdo macroscopica da cicatrizacao foi
realizada em todos 0s animais mediante a mensuragéo
da &rea de retracdo do ferimento, importando-se a
imagem da fotografia digital da lesdo para o software
AUTOCAD R14, em microcomputador Pentium D
(Intel- USA). Para tanto, o contorno da ferida foi
previamente delimitada através do aplicativo Spline,
que consistiu na demarcacdo de todos os pontos
perimetrais pertinentes ao contorno da lesdo. Em
seguida, a area da ferida foi calculada diretamente por
meio do aplicativo Area.
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G. Controle

G. Urucurana 50%

G. Urucurana 100%

A

G. Controle

G. Urucurana 50%

G. Urucurana 100%

Figura 1 - Fotos comparativas de animais dos grupos Controle e Tratamentos (Urucurana 50% e 100%)
mostrando as les6es no 4°(A), 8°(B) e 12° dia (C) de pds-operatorio.

Fotografias e coleta de dados

Nos dias pré-estabelecidos para a realizagdo das
fotografias das lesdes (quatro, oito e 12 dias ap0s o0 ato
operatério, de acordo com os subgrupos experimental
e controle), a ferida de cada um dos animais foi
analisada macroscopicamente para verificagdo de
crosta, secrecdes e cicatriz hipertrdfica. E a partir de
cada fotografia digital foi mensurado o tamanho da
ferida residual restante ao longo do periodo poés-
operatdrio por meio de edicdo no programa
AUTOCAD R14.

Analises Estatisticas

Os dados foram analisados utilizando-se o
programa Bioestat versdo 4.0.*A variavel numérica,
area cirlrgica da ferida (mm?), foi avaliada pelo teste t
de Student. A avaliacdo conjunta dos efeitos dos
subgrupos controle e experimentais (Urucurana 50% e
100%), bem como, da interacdo entre eles, foi feita
pelo teste ANOVA. A comparacao entre as médias foi
feita pelo teste de Tukey. O nivel de significancia
utilizado para se rejeitar a hipotese de nulidade foi de
5% (p<0,05).
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RESULTADOS

O ato operatdrio de todos os animais transcorreu
sem complicagdes. Ndo houve 0Obitos. Todos 0s ratos
recuperaram-se bem da anestesia. As avaliacdes
clinicas diarias mostraram adequada recuperagéo, com
manutencdo do estado geral, presenca de atividade
fisica e disposicdo para alimentar-se nos grupos
controle e experimentais.

A evolugdo da ferida cutdnea nos ratos em todos o0s
grupos mostrou exsudacdo e formacdo de crostas
delicadas até o 8° dia de pds-operatério. A partir do 8°
dia houve espessamento da crosta, que passou a

destacar-se  espontaneamente;  evoluindo  para
epitelizacdo no 12° dia de pos-operatorio (Figura 1).

A érea da ferida diminuiu gradativamente com a
evolucdo do tempo. A média e o desvio padrdo para
cada grupo estdo demonstrados na Tabela 1. Como
pode ser observado nesta tabela, as areas das feridas
diminuiram progressivamente de maneira significativa
em ambos 0s grupos com a evolucdo do tempo.
Entretanto, quando os grupos foram comparados entre
si, as médias das areas foram similares entre 0s grupos
controle, Urucurana 50% e Urucurana 100% no 4°, 8°
e 12° dias de pos-operatdrio.

Tabela 1 - Média e desvio-padrdo da area cirdrgica dos ratos entre 0s grupos controle e experimental
(Urucurana 50% e 100%) no 4°, 8° e 12° dias de pds-operatorio

Dias Analise do
.Grupos
4 8 12 tempo
Controle 54,502+8,505 16,715+6,514 4,517+1,077 p<0,05
Urucurana 50% 69,794+5,905 19,551+5,131 4,928+2,640 p<0,05
Urucurana 100% 70,413+6,347 6,506%0,559 3,337+2,002 p<0,05
Analise intergrupo p=0,4046 p=0,0543 p=0,8852

DISCUSSAO

Muitos estudos ja foram realizados para a
avaliacdo do emprego topico de inimeros fitoterapicos
com o objetivo de influenciar o processo cicatricial,
obtendo resultados variados®. Branco Neto et al.”®
estudaram o extrato hidroalcodlico de Aroeira
(Schinus terebinthifolius) em feridas cutaneas de ratos
e verificaram retardo na reepitelizagdo das feridas
submetidas ao tratamento com o extrato (p=0,036), em
relacéo ao controle.

Li et al.?® estudaram o uso de taninos extraidos de
frutos imaturos de Terminalia chebula com aplicagdo
sobre feridas cutdneas de ratos. Os resultados
sugeriram que o0s extratos de tanino dos frutos
imaturos desta planta podem promover a cicatrizacdo
de feridas cutdneas em ratos, provavelmente resultante
de poderosas atividades antibacteriana e angiogénica
dos extratos.

Dewangan et al.“" investigaram o extrato etandlico
das folhas de Solanum xanthocarpum na reparacdo
tecidual de feridas cutdneas em ratos. Os resultados
revelaram que o extrato teve notavel potencial de cura
das feridas em ratos por ter reduzido
significativamente o periodo de epitelizagdo (p<0,05)
em comparagdo com 0 grupo controle, e pareceu

|27

justificar o uso tradicional desta planta na cicatriza¢do
de feridas na india.

A pele de rato apresenta diferenca anatémica e
estrutural importante em relagdo a humana, que é a
auséncia de um limite definido entre derme papilar e
derme reticular.?® Entretanto, apesar da histologia
cuténea diferente da humana (no rato a derme é mais
espessa e ha presenca de tela subcutdnea muscular ao
invés de tecido subcutdneo gorduroso) 0s vasos
sanguineos responsaveis pela irrigacdo cutanea séo
subdérmicos em ambos e apresentam as mesmas
alteracGes de perfuséo de macro e
microvascularizag&o.”

Segundo Rodrigues®™, em relacdo a contragio
cutdnea, o modelo em rato mostrou-se adequado,
porque o tipo de colageno predominante em sua derme
€ 0 de tipo I, que também predomina na derme da
espécie humana, corroborando com a descricdo de
Kirsch et al.** que, estudando pele facial humana e
tenddo calcdneo bovino, encontraram resultados
semelhantes no que diz respeito a contracdo do
colageno, apesar da histologia diferencial entre estes
dois tecidos. E com relagdo a deposi¢cdo de fibras
colagenas na fibroplasia, devido ao fato de o rato ser
animal mamifero, os componentes de seu processo de
cicatrizacdo sdo semelhantes ao humano e permitem a
comparacdo com o0s resultados obtidos, embora o
acelerado metabolismo do rato percorra mais
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rapidamente as fases inflamatdria, de formacdo
tecidual e de remodelacdo, como descritas por Singer
e Clark.*

Quanto ao local da realizacdo do procedimento
cirargico, a regido dorsal do rato foi escolhida com a
finalidade de evitar que o proprio animal conseguisse
atingi-la para cocar ou lamber, evitando assim,
alteracdo dos resultados.** Quanto ao tamanho das
lesbes, foi utilizada medida constante, o que permitiu
padronizacdo no acompanhamento da cicatrizacdo,
conforme ja utilizada por outros autores, como Li et
al.?® e Dewangan et al.”’

Adotou-se no presente estudo os dias quatro, oito e
12 para analise dos parametros. Coelho et al.*
demonstraram em seus estudos do processo de
reparacdo tecidual em pele de rato que nos achados
macroscopicos houveram epitelizagdes completas aos
14 dias em todos 0s animais dos grupos tratamentos.
Resultado semelhante foi encontrado por Sanches-
Neto et al.® os quais estudaram aspectos
morfoldgicos e morfométricos da reparacdo tecidual
de feridas cutaneas em ratos com ou sem tratamento
com solucéo de papaina a 2%.

O reparo de feridas € um processo biolégico
complexo que ocorre em diferentes fases e envolve
multiplos tipos celulares.®® A cascata normal de
cicatrizacdo inicia com a hemostasia e deposi¢do de
fibrina, o que leva a uma cascata de células
inflamatérias,  caracterizadas  por  neutrofilos,
macrdfagos e linfdcitos no tecido. Em seguida, ha
atracdo e proliferacdo de fibroblastos e deposicdo de
coldgeno (de dois a dez dias apds a lesdo) e,
finalmente, remodelagdo por fibras colagenas e
maturacdo da cicatriz®’. Sobre a lesdo epidérmica
ambas contracdo e reepitelizacdo a partir das margens
da ferida, desempenham um importante papel no
fechamento da ferida.*

A epitelizacdo da ferida é uma caracteristica
essencial para a sua cicatrizacdo, alcancada pela
proliferacdo de queratindcitos e migragdo ao longo da
matriz extracelular.**® A retirada de fragmento de
pele induz a formagdo de solucdo de continuidade que
é preenchida por fibrina, codgulo e exsudato
inflamatorio, formando a crosta que recobre a
ferida.®®** Nos grupos controle e experimentais
(Urucurana 50% e 100%) as crostas foram formadas
na mesma intensidade no quarto e oitavo dias do pés-
operatorio, da mesma forma que os tamanhos das
areas cirdrgicas se mantiveram iguais em todos os
grupos nos dias estudados.

A morfometria da &rea cirlrgica foi feita por
planimetria digital mediante fotografia digital das
lesbes e utilizacdo do programa de computador
AUTOCAD R14 (San Rafael-USA). Metodologia
semelhante foi utilizada nos trabalhos de Garros et al.*
e Martins et al.** e para o presente estudo também
mostrou-se adequada e validada.

Durante a evolucdo cicatricial houve retracdo dos
bordos da ferida deformando seu aspecto original e
padronizado. E nas fotos tiradas nos dias quatro, oito e
12 foi utilizado o aplicativo Spline empregado para a
formatacdo de qualquer area geométrica a ser definida.
O calculo, apés a definicdo da area da lesdo, foi
realizado por computador Pentium D (Intel-USA).

Em relacio a érea da ferida observou-se
decréscimo significante ao longo do tempo, tanto para
0 grupo controle quanto para os grupos Urucurana
50% e 100%. A comparacdo dos grupos tratamentos
ndo evidenciou efeito do latex da Croton urucurana
na reducdo da area cirrgica com relacdo ao grupo
controle, visto que as médias estatisticas foram
similares nos trés periodos de observacgéo.

]
CONCLUSAO

O emprego do latex de Croton urucurana no
processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas em seres
humanos permanece ainda um campo aberto para
pesquisas. Entretanto, é importante que se amplie o
estudo experimental em animais com dosagens
maiores, com mais repeticbes e que sejam incluidas
andlises histolégicas por meio de avaliacBes
microscopicas. Os resultados do presente estudo
permitem concluir que o uso tépico do latex de Croton
urucurana ndo apresenta efeito significativo na
cicatrizagdo da pele de ratos em relagdo a éarea
cirrgica. A planimetria computacional mostrou ser
um recurso de baixo custo, facil manuseio e de
aplicabilidade clinica.
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