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RESUMO

A cicatrizacdo € uma sequéncia de respostas celulares e teciduais, que interagem para o
restabelecimento da integridade dos tecidos. Consiste em um processo dindmico que envolve
fendmenos bioquimicos e fisioldgicos. Estudos vém sendo desenvolvidos, demonstrando o
tratamento de feridas com base fitoterdpica como alternativa primordial que potencialize a
cicatrizacdo tecidual. Verificou-se o efeito individual e sinérgico da prépolis e do caju, na
cicatrizacdo de feridas cutineas induzidas em ratos wistar. A pesquisa foi desenvolvida no
Nicleo de Pesquisa Experimental — NUPE das Faculdades Integradas de Patos — FIP em
parceria com a Universidade Federal de Campina Grande, campus Pombal — PB. Foram
utilizados 18 ratos wistar, oriundos do biotério do Nucleo, sendo distribuidos aleatoriamente
em seis grupos, com 03 animais. Foram realizadas, apds anestesia do animal, lesdo cutanea na
regido dorsal. ApGs a execucdo das feridas seguiu imediatamente o inicio do tratamento
utilizando os extratos de propolis e caju (Anacardium Occidentale L.), individualmente e
sinergicamente, de acordo com o delineamento experimental. As feridas foram tratadas
diariamente, uma vez ao dia, até a cicatrizagdo completa da lesdo. O uso individual do extrato
aquoso de caju (Anacardium Occidentale) e associado na concentracio de 75%caju e 25% do
extrato aquoso da prépolis vermelha em feridas cutineas limpas induzidas em ratos wistar,
mostraram-se eficazes na antecipagdo do processo cicatricial completo.

Palavras-chave: Cicatrizacdo. Lesdo cutanea. Extrato de prépolis. Extrato de caju.



ABSTRACT

Healing is a sequence of cellular and tissue responses that interact to restore tissue integrity. It
consists of a dynamic process that involves biochemical and physiological phenomena.
Studies have been developed, demonstrating the treatment of wounds with a phytotherapic
basis as a primary alternative that enhances tissue healing. The individual and synergistic
effect of propolis and cashew was observed in the healing of skin wounds induced in wistar
rats. The research was developed at the Experimental Research Center — NUPE of Faculdades
Integradas de Patos — FIP in partnership with the Federal University of Campina Grande,
campus Pombal — PB. Eighteen wistar rats were used, from the vivarium of the Nucleus,
being randomly distributed in six groups, with 03 animals. After anesthesia of the animal, a
skin lesion in the dorsal region was performed. After the execution of the wounds, the
treatment started immediately, using the extracts of propolis and cashew (Anacardium
Occidentale L.), individually and synergistically, according to the experimental design. The
wounds were treated daily, once a day, until the complete healing of the lesion. The individual
use of the aqueous extract of cashew (Anacardium Occidentale) and associated in the
concentration of 75% cashew and 25% of the aqueous extract of red propolis in clean
cutaneous wounds induced in wistar rats, were effective in anticipating the complete healing
process.

Keywords: Healing. Skin lesion. Propolis extract. Cashew extract.
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1 INTRODUCAO

Historicamente, o desenvolvimento das civilizacdes contempla a ampla utilizacdo de
recursos naturais na medicina e em seus mecanismos de defesa (VEIGA JUNIOR;
BOLZANI, 2006). Viegas Junior e Pinto (2005) descrevem o emprego de plantas e seus
componentes com finalidades terapéuticas, na prevenc¢do, tratamento e cura de processos
patoldgicos como uma das formas mais antigas da pratica medicinal da humanidade.

A Organizagdo Mundial de Saide (OMS), no periodo correspondente aos anos 90,
noticiou que uma ampla populacdo dos paises em desenvolvimento dependia das plantas
como recurso Unico de cuidados basicos a saude (VEIGA J UNIOR; PINTO, 2005).

Entre os fitoterdpicos com potencial medicinal, por ser de facil obtencdo e todos seus
componentes serem aproveitados, é o caju, fruto comumente inserido nas praticas culturais
das comunidades, principalmente as mais pobres e sem conhecimentos mais profundos sobre
conceitos basicos de satide. Logo € utilizado com a finalidade terapéutica por possuir real
eficacia em determinados tratamentos (CARVALHO et al., 2011).

Razali et al. (2008) referem-se ao cajueiro (Anacardium occidentale L.) como uma
planta tropical encontrada em todo o Brasil, sobretudo, nas regides Norte e Nordeste do pais.
A literatura cita que esta planta possui acdo antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatéria e
cicatrizante, sendo esta acao relacionada aos dcidos anacardicos que € relatado como principal
composto bioativo.

Conforme descrito por Silva (2002), o suco do caju apds passado por processo
fermentativo laboratorial € utilizado para reduzir as complicacdes causadas por queimaduras e
feridas através, proporcionado a recuperagdo da integridade cutaneomucosa pelas suas
propriedades cicatrizante, anti-inflamatoria e analgésica.

Outro recurso natural de aplicagdo medicinal € a prépolis que, segundo Cabral et al.
(2009), € produzida por abelhas da espécie Apis mellifera, coletada do brotos e botdes florais
das plantas, sendo utilizada pelas abelhas como produto para protecdo e assepsia de suas
colmeias.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA): “A propolis ¢é
um produto natural, de caracteristicas fisicas resinosas e composicdo varidvel, coletada de
varias espécies vegetais e que sofre adi¢do de secre¢des da abelha” (BRASIL, 2007).

Santos, Vianna e Gamba (2007) destacam que a prépolis é considerada um dos
produtos naturais de maior destaque, possuindo propriedades biolégicas antimicrobianas,

antioxidantes, anti-inflamatérias, imunomoduladoras, hipotensoras, cicatrizantes, dentre
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outras. As caracteristicas da propolis se relacionam com sua composicdo quimica,
apresentando até o momento aproximadamente 200 elementos reconhecidos, estando dentre
os principais agrupados em flavonoides, dcidos graxos, dlcoois, aminodcidos, vitaminas e
minerais.

A cicatrizagdo de feridas é um processo de reparacdo apds lesdo tecidual da pele e
outros tecidos moles, e envolve uma série de interacdes entre diferentes tipos celulares,
mediadores inflamatérios e matriz extracelular. O processo cicatricial envolve fases de
hemostasia, inflamacao, proliferacdo e remodelacdo (RIELLA et al., 2012).

O tratamento de feridas busca a sua integridade total por menor periodo de tempo
possivel, de forma a se obter uma cicatriz funcional e esteticamente satisfatéria. Produtos
gerados e obtidos prioritariamente de matérias-primas naturais, denominados fitoterdpicos,
proporcionam principios ativos com fungdes cicatrizantes (LIMA et al., 2006), tornando-se
uma alternativa mais econdmica financeiramente, no tratamento de doengas para paises em
desenvolvimento (XU; LEE, 2001).

Considerando a importancia de realizar buscas que reafirmem os beneficios e
comprovagdes da eficicia de componentes naturais, como também, considerando as
caracteristicas da propolis e do fruto caju, surge o interesse em produzir conhecimento acerca
da acdo individual e sinérgica desses compostos, avaliando a ac¢do terapéutica no controle e
cicatrizacdo de ferimentos teciduais. Pleiteando oferecer a comunidade cientifica novos dados
sobre a temadtica, ainda sendo possivel, gerar produto para utilizagdo da populacdo em geral,
que garanta maior agilidade no reparo tecidual de ferimentos.

Partindo de tais consideracgdes, o presente estudo visou verificar o efeito sinérgico da
propolis e do caju, considerando o tempo de cicatrizacdo e se hd maior efetividade no reparo

tecidual de feridas cutaneas induzidas em ratos wistar.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar o efeito individual e sinérgico da prépolis e do caju, na cicatrizagao de

feridas cutaneas induzidas em ratos wistar.

2.2 Objetivos Especificos

v Avaliar a agdo cicatrizante individual e sinérgico da prépolis € do caju, no reparo
tecidual de feridas cutineas induzidas em ratos wistar;

v’ Verificar o tempo de cicatriza¢do das lesdes cutineas submetidas aos tratamentos com
propolis e caju;

v’ Avaliar a morfometria das feridas cutineas dos grupos;

v' Identificar qual tratamento proporcionou maior efetividade no reparo tecidual de

feridas cutineas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Fitoterapicos

Bueno (2016) refere-se a fitoterapia como um método terapéutico que se caracteriza
pelo uso de plantas medicinais e extratos vegetais em suas diversas formas farmacéuticas;
devidamente regulamentada pela politica Nacional de praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC), no territério brasileiro desde 2006.

Segundo Arnous et al. (2005), os fitoterdpicos apresentam caracteristicas importantes
que se tornam forma alternativa de tratamento. Dentre as principais caracteristicas, destaca-se
a eficdcia, reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Os autores destacam que para que
essa pratica seja exercida de forma segura, faz-se necessario a orientagdo apropriada, a fim de
garantir uso adequado, de forma que se previnam a perda ou minimizacao da efetividade dos
principios ativos encontrados nas plantas, uma vez que cada uma tem sua forma de preparo
adequada.

Bahmani et al. (2014) afirmam que plantas medicinais sdo fontes de compostos que
possuem efeito sobre o organismo vivo, tecido ou célula, possuindo acdo farmacoldgica eficaz
e, ao mesmo tempo, estando isentas dos efeitos adversos indesejdveis encontrados nos
medicamentos comumente usados. Como também, devido ao alto valor empregado aos
medicamentos sintéticos (VASCONCELOS et al., 2010).

Nesse aspecto, a utilizagdo de fitoterdpicos farmacoldgicos € uma alternativa a
tratamentos com firmacos convencionais no combate a diversas patologias. Dentre as
possiveis alternativas estd a propolis, cujo uso terapéutico se encontra presente na medicina
popular desde a antiguidade, principalmente para tratar feridas e infeccoes cutaneas (SUNG et

al., 2017).

3.1.1 A prépolis

Em meio a enorme diversidade de produtos naturais existentes no Brasil, os de origem
apicola t€m apresentado destaque por serem de facil obten¢do e por mostrarem intimeras
propriedades farmacoldgicas (MENDONCA, 2011).

Vargas et al. (2004) destacam que a propolis € uma substancia resinosa, de aspecto
algumas vezes cerosa, produzido a partir de flores, pdlen, galhos, brotos, exsudados de

diferentes vegetais e secre¢des salivares das abelhas da espécie Apis mellifera. Devido ao seu
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baixo custo e as diversas finalidades terapéuticas, que se inclui a atividade antimicrobiana, a
propolis € comercializada pela industria farmacéutica e utilizada na medicina alternativa em
varios locais do mundo (ANDRADE, 2010). Possui fun¢do de manter baixos niveis de
microrganismos no interior das colmeias (X’).

A prépolis € classificada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)
como um ototerdpico, uma terapéutica cujo intuito € tratar doencas a partir de extratos de
tecidos, de 6rgdos e, principalmente, de glandulas hormonais de origem animal, relacionado a
propolis, que possui, secrecdes salivares das abelhas (BRASIL, 2007).

Lustosa et al. (2008) declaram que a composi¢do quimica da prépolis como sendo de
ordem complexa, em geral, contém possui 50-60% de resinas e balsamos, 30-40% de ceras,
10% de polen.

Compreende cerca de 300 substincias, das quais se destacam &cidos fendlicos,
flavonoides, terpenos, hidrocarbonetos, aminoédcidos, minerais (aluminio, cdlcio, estroncio,
ferro, cobre, manganés) e vitaminas (B1, B2, B6, C e E).

Lins, no ano de 2010, considerou que a composicdo da prépolis pode sofrer
influéncias da regido onde foi coletada, da sazonalidade e da variabilidade genética das
abelhas-rainhas, o que em decorréncia destas variacdes, proporciona diferencas nas suas
atividades farmacoldgicas. Miguel ef al. (2011) destaca que aos seus extratos etandlicos,
hidroalcodlicos e aquosos sdo atribuidos efeitos terapéuticos, anti-inflamatorios,
antimicrobianos, antioxidantes, imunoestimulantes, cicatrizantes, anestésicos, dentre outros.

Os efeitos antibacterianos da prépolis t€ém sido principalmente relacionados aos
compostos fendlicos, sobretudo aos flavonoides e 4cidos fendlicos. Estudos in vitro utilizando
diferentes metodologias, mostram eficiente atividade bacteriostatica e bactericida (MIGUEL
et al., 2014), sendo a atividade antibacteriana maior, quanto maior for a concentragdo destes
compostos no extrato (FRANCA et al., 2014).

No estudo de Santos er al. (2015) verificou-se elevada atividade antimicrobiana da
propolis vermelha. Os autores enfatizam a necessidade de divulgacdo dessa matéria-prima
como uma fonte alternativa e simples no tratamento de infec¢des causadas por bactérias,
representando acesso a um produto de fonte confidvel e com eficiéncia comprovada
cientificamente.

Mendonga (2011) assinala que as atividades bioldgicas da prépolis vermelha se
mostram evidentes, no entanto que suas aplicacdes terapéuticas devem ser estudadas, haja
vista que existe uma grande parte de estudos na literatura, voltados a propolis verde, sendo

que apenas nos ultimos anos a propolis vermelha tem sido objeto de estudo.
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3.1.2 Aspectos Gerais do Caju (Anacardium occidentale L.)

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) pertence a familia Anacardiaceae, a qual
inclui outras frutas de grande valor, tais como o umbuzeiro € a mangueira. Trata-se de uma
planta legitimamente brasileira. Essa espécie conhecida popularmente como caju é a mais
representativa da familia Anacardiaceae (ARAGAO, 2015). Nativa da América tropical e estd
amplamente disponivel em virios paises da Asia, Africa e América Central como uma cultura
agricola economicamente importante (DARAMOLA, 2013).

De acordo com Barros et al. (2012) trata-se de uma planta abundante, de ramificacio
baixa e porte médio, sua parte superior mais alta atinge altura média de 5 a 8§ metros e
diametro médio entre 12 e 14 metros, podendo atingir até 15 metros de altura e didmetro da
copa superior a 20 metros, dependendo do gendtipo e das condi¢des de clima e solo. Possui
frutos, folhas simples, inteiras, alternas, de aspecto subcoridceo, glabras e curtopecioladas,
medindo de 10 a 20 cm de comprimento por 6 a 12 cm de largura.

Os frutos sdo fibrosos alongados, redondos ou em forma de pera e s@o encontrados em
trés cores: viz, amarelo, laranja e vermelho vivo, pesando entre 40 a 80 gramas e 60 a 100 mm
de comprimento (VANDERLINDE ez al., 2009).

O cajueiro € constituido pelo fruto verdadeiro, a castanha de caju, que possui a
améndoa, o liquido da casca e a casca; pelo pseudofruto, conhecido como pedinculo, que
deste € extraido o bagaco e suco (polpa de caju), que quando seca gera a farinha. Da madeira
proveniente dos galhos ramificados que podem atingir o solo, a partir da sua poda gera-se a
lenha, muito utilizada como produto combustivel de agroindustrias. O fruto do cajueiro é
constituido em sua totalidade por 10% correspondente a castanha e 90% a polpa. O caju,
como alimento, apresenta alto potencial energético, principalmente em seus concentrados
(DANTAS-FILHO, 2004).

Queiroz (2010) destaca o Brasil como um dos produtores de caju mais conceituados
no mundo. A cerca do seu consumo, geram-se demasiados produtos industrializados
derivados do mesmo que € a principal forma de consumo e comercializacdo da fruta, nos
mercados nacional e internacional. No processamento do caju hd a geracdo de rejeitos, em
aproximadamente 15% da massa total de pedinculos processados, na geracdo do bagaco do
caju. Dispéndio que apresenta em sua composi¢ao, além de uma carga orginica importantes,
nutrientes vegetais especialmente nitrogénio, potdssio e fésforo — N, K e P.

Honorato e Rodrigues (2010) relataram que o suco de caju contém uma quantidade

significativa de polifendis (principalmente flavondides, carotendides, dcido anacédrdico e
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taninos), 4cidos organicos e vitaminas. Adou et al. (2011) ainda destaca a sua composi¢ao rica
em vitamina C, em propor¢do superior a trés vezes quando comparado ao suco de laranja e
aproximadamente dez vezes superior ao suco de abacaxi.

O caju também contém tiamina, niacina e riboflavina, além de uma quantidade
significativa de minerais, como cobre, zinco, sédio, potéssio, cdlcio, ferro, fésforo e magnésio
(LOWOR; AGYENTE-BADU, 2009). Também possui em sua composicdo muitas
propriedades farmacoldgicas ja descritas na literatura, como atividade cicatrizante
(SCHIRATO et al., 2006), antibacteriana (QUELEMES et al., 2013)

No estudo de Schirato et al. (2006), testando um exsudato do caju, com potente
excipiente farmacéutico, avaliada na fase inflamatéria do processo cicatricial em
camundongos, desencadeou sinais inflamatorios, tais como o edema e a hiperemia, menos
acentuados durante esse periodo, proporcionando ainda sinais compativeis com o processo de
reparacdo mais avancado do ponto de vista histopatoldgico, sugerindo a sua atividade

cicatrizante.

3.2 Pele

A pele constitui 0 maior 6rgdo vital existente no corpo humano, responsdvel pela
percep¢do sensorial, para recepcao de estimulos téteis, térmicos e dolorosos, exerce protecao
contra atrito, perda de dgua, radia¢do ionizante e invasdo de microrganismos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2014).

Recobre a superficie corporal e apresenta-se constituida por uma porcao epitelial, fina,
avascular, considerada a camada mais externa da pele, a epiderme, e uma por¢do conjuntiva
vascularizada, grossa, eldstica, a derme, que serve de sustentacdo e nutricdo a epiderme,
seguindo sob sua continuidade, a hipoderme, formada por tecido adiposo subcutianeo, que nao
faz parte da pele, apenas lhe serve de suporte e unido com os Orgdos subjacentes
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2014; SANTOS, 2018). Pela sua a¢do vascular, Barroso (2017)

expOe a capacidade regenerativa da pele, a partir da sua interrupta renovagao celular.

3.2.1 Reparagao Tecidual

O reparo tecidual € um processo de regeneracdo que envolve um varidvel e complexo

processo bioldgico, que gera uma cascata de eventos, que se sobrepdem de forma continua e

temporal, dividido em quatro etapas: homeostase, inflamacao, proliferacao e remodelamento.
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Para que ocorra a homeostase, ponto inicial do processo, 0 organismo se organiza de modo a
reduzir a evasdo sanguinea, pontuando o inicio do processo de reparo, seguido a este
momento, € iniciada a inflama¢do com a migracdo de neutrdfilos e macréfagos para o local
lesionado, com o propdsito de eliminar bactérias e particulas estranhas (FEESS; KURFISS;
MICHELS, 2016).

Concomitante a homeostase, a fase inflamatoria € iniciada logo ao surgimento da
lesdo, liberando substincias vasoconstritoras como primeira resposta, agregacao plaquetéria e
deposi¢do de fibrinas. Essa fase possui caracteristicas clinicas, tais como, edema, rubor, calor
e dor. O processo inflamatério € uma resposta protetora que elimina ou neutraliza agentes
nocivos, como patogenos ou toxinas. Essa resposta inflamatdria estd diretamente relacionada
ao processo de reparacao tecidual (MITCHELL et al., 2012).

Na proliferacdo o tecido de granulacao é formado na drea de lesdo a partir do 4° dia, e
contém numerosos capilares neo-formados, macrofagos, fibroblastos e matriz extracelular.
Inicialmente, os fibroblastos produzem fibronectina e coldgeno. A fibronectina € uma
glicoproteina secretada em associagdo a fibrina que serve de substrato para a migracao celular
e a fibrilogénese do coldgeno, e como sitio de ligacdo para os miofibroblastos exercerem a
contragdo tecidual (SALLES, 2010).

Fantinati ef al. (2016) refere que na etapa de proliferacdo os macréfagos atraem fatores
de crescimento que promovem a a¢do proliferativa do tecido, ocorrendo invasao fibrobldstica
na ferida, iniciando a producdo de coldgeno tipo III e expansdo celular. Ocorre a maturagdo,
do coldgeno tipo III, entdo, substituido por coldgeno tipo I, e as células se arranjam de forma a
buscar maior resisténcia do tecido.

Salles (2010) caracteriza a terceira fase da reparacdo tecidual, aquela que compreende
a remodelacdo da matriz, iniciada em aproximadamente 14 dias apds a lesdo. Com a
maturacao da matriz, a fibronectina e o dcido hialurénico diminuem, os feixes de coldgeno e a
forca ténsil aumentam, e proteoglicanas sdo depositadas aumentando a elasticidade frente a
deformacodes. A remodelacdo do coldgeno permanece continuada e sua degradagdo controlada
pelas enzimas colagenoses.

O autor exalta que a incidéncia e prevaléncia de feridas cronicas sdo ainda muito altas,
acarretando elevados custos financeiros tanto ao individuo acometido, quanto a sociedade,
além das consequéncias sociais, emocionais e psicoldgicas sobre os portadores. O tratamento
de feridas utilizando a base fitoterdpica torna-se alternativa primordial, haja vista que a
fitoterapia na cicatrizagdo das feridas tem sido estimulada pela necessidade de encontrar

compostos que acelerem a cicatrizagao tecidual.
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4 METODOS

4.1 Caracterizacao do estudo

Tratou-se de um estudo bésico, experimental, longitudinal, com objetivo exploratdrio,
descritivo e abordagem qualiquantitativa, referente a andlise da acdo cicatrizante sinérgica da
propolis e caju em lesdes cutaneas induzidas em ratos wistar.

Para Gehardt e Silveira (2009), uma pesquisa bdsica objetiva gerar novos
conhecimentos, que serdo benéficos para o avango da ciéncia, sem aplicacdo pratica prevista.
Ja a pesquisa Experimental, segundo Gil (2008) submete o objeto de estudo 4 influéncia de
certas varidveis, onde se cria uma situacdo de controle rigoroso neutralizando todas as
influéncias que venha sofrer. Enquanto que na pesquisa Longitudinal, a populagdo estudada
serd sujeita a determinado protocolo, controlado em um periodo de tempo pré-estabelecido e
em local definido, visando analisar as variacdes nas caracteristicas dos mesmos elementos
amostrais (BORDALO, 2006).

Gil (2008) comenta que estudos exploratérios proporcionam uma maior aproximagao
com o problema, visando torna-lo mais compreensivel, sendo uma pesquisa muito adotada em
propodsitos académicos, por ser um momento em que o pesquisador procura defini¢cdes claras
sobre o que ird investigar. Ressaltando ainda que quando o tema é pouco explorado, faz-se
necessario um aprofundamento em relacdo a tudo que esteja ligado ao mesmo visando maior
esclarecimento.

Andrade e Lakatos (2009) expde que a pesquisa com objetivo descritivo, estabelece
relacdo entre as varidveis no objeto de estudo utilizado, permitindo descrever as
caracteristicas de uma populacdo de uma experiéncia ou de um fendmeno.

De cardter quantiqualitativa, de acordo com Polit e Hungler (2005), a abordagem
quantitativa compreende uma coleta sistemadtica de informacao numérica, mediante condi¢des
de controle, além da andlise de informagdes utilizando procedimentos estatisticos. A
abordagem qualitativa trouxe como estratégia o uso de entrevista em profundidade, sendo esta
apreciada e valorizada, por considerar a riqueza de informacdes que podem ser obtidas.

Foi desenvolvido nos Laboratérios no Nicleo de Pesquisa Experimental das
Faculdades Integradas de Patos — FIP, em parceria com a Universidade Federal de Campina

Grande, campus Pombal — PB.
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4.2 Populaciao e amostra

A populagdo foi constituida pelos ratos wistar do Nucleo de Pesquisa Experimental
das Faculdades Integradas de Patos — FIP, e para esta pesquisa, a amostra utilizada foi de 18
(dezoito) ratos Wistar, oriundos desse nicleo, sendo dispostos em (6) seis grupos, cada um
com 03 animais, sendo: 1 (um) Grupo I - Controle — GC (C; a C3) e 5 (cinco) grupos
experimentais: Grupo II - Prépolis - GP (P; a P3); Grupo III — Caju — (C; a Cz); Grupo 1V -
Prépolis/Caju X — (X; a X3); Grupo V — Prépolis/Caju Y (Y; a Y3). e Grupo VI —
Prépolis/Caju Z (Zy a Zs3).

4.2.1 Critérios de inclusao

Animais machos, linhagem wistar, adultos, com massa corporal média de 200g a 300g,

nunca manuseados.

4.2.2 Critérios de exclusio

Animais imunocompetentes ou abaixo do peso médio estabelecido para seu periodo de

vida.

4.3 Instrumentos utilizados

Material cirdrgico (pinga, bisturi, punch metalico), anestésico ketamina® a 10% na
dose de 1 g/kg (0,1 mL/100 g) e xilazina® a 2% na dose de 0,02 g/kg (0,1 mL/100 g),

seringas, paquimetro, extrato aquoso da prépolis vermelha e extrato aquoso de caju.

4.4 Procedimentos

A obtencdo dos dados ocorreu apés a aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica do
uso animal.

Referindo-se as amostras de propolis, foi utilizado extrato aquoso de prépolis a 30%
(ou seja, para cada 100 ml de dgua 30 gramas de propolis vermelha), adquirido de apicultor da

regido do Litoral Paraibano. O extrato de propolis adquirido € oriundo de colmeias localizadas
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em regido de manguezais do litoral paraibano, onde se produz a prépolis vermelha oriunda de
secregdes da planta conhecida como Rabo de Bugio (Dalgerbia ecastophyllum).

Para formulacdo do extrato de caju, os frutos in natura foram obtidos em mercado
varejista na cidade de Patos-PB, maduros, apresentando colora¢do, firmeza e aroma
caracteristicos. Apos passarem por lavagem com detergente neutro e esterilizacdo com dlcool
a 70%, os cajus foram separados das castanhas, cortados e colocados no liquidificador. O suco
foi coado em peneira de poliestireno, alocado em frasco de vidro com tampa de plastico e
posterior adi¢do de dgua destilada formulando o extrato aquoso de caju a 30% (para cada 100
ml de 4gua 30 ml do suco de caju), o preparo era mantido em refrigeracdo até o momento da
realizacio do experimento.

A manipulacdo dos animais foi feita com intervalo de 24 (vinte e quatro) horas,
aproximadamente no mesmo horério. Cada procedimento foi realizado por um pesquisador
treinado, o qual obedeceu a uma sequéncia idéntica das normas ja estabelecidas.

Os animais inicialmente estiveram acomodados em gaiolas de polipropileno, com
quatro animais por gaiolas, mantidos em sala com controle de temperatura entre 22°C a 24°C,
submetidos a ciclo claro/escuro de 12 h, recebendo dgua e racdo especifica ad libitum. Antes
do inicio dos protocolos foram pesados para conhecimento dos valores do peso corporal.

Para iniciar o delineamento experimental, os animais foram separando aleatoriamente
e alocados em gaiolas separadas de acordo com os grupos de estudo:

v" GRUPO I: Controle — Ferida cutanea induzida sem tratamento posterior;

v" GRUPO II: Ferida cutinea induzida com aplicagdo de 100% extrato de prépolis;

v" GRUPO III: Ferida cutinea induzida com aplica¢do de 100% extrato de caju;

v" GRUPO IV: Ferida cutinea induzida com aplicagio de 75% extrato de prépolis e 25%
de extrato de caju;

v" GRUPO V: Ferida cutinea induzida com aplica¢do de 75% extrato de caju e 25% de
extrato de prépolis;

v" GRUPO VI Ferida cuténea induzida com aplicacéo de 50% extrato de prépolis e 50%
de extrato caju.

Para os procedimentos dolorosos e/ou situacOes de estresse, foi administrada a
anestesia geral, e anestesiados com ketamina® a 10% na dose de 1 g/kg (0,1 mL/100 g) e
xilazina® a 2% na dose de 0,02 g/kg (0,1 mL/100 g).

No procedimento cirdrgico das lesdes cutaneas foi realizado tricotomia manual na
regido dorsal e, logo ap0s, feita a assepsia do local com dlcool 70% e efetivagdo da lesdo. A

ferida foi induzida com o animal imobilizado em dectbito dorsal, utilizando punch de 0,8mm
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aprofundando-se a incisdo até expor a fascia muscular dorsal, mediante procedimento
estabelecido por Junior (2016) e Moura (2017), sendo removido o tecido por meio de 1dmina
de bisturi e pinga cirdrgica. Esta técnica foi padronizada para todos os animais e realizada por
um Unico operador. Apds a execucdo das feridas seguiu-se imediatamente o inicio do
tratamento.

As feridas foram tratadas diariamente, uma vez ao dia, até a cicatrizagdo completa da
lesdo. Foi considerado como 100% do extrato, a quantidade de 0,Iml. A cada nova reposi¢ao
dos extratos, as feridas foram higienizadas com solucdo fisioldgica 0.9% para a remogao de
residuos dos mesmos, seguindo com aplicacdo dos extratos nos animais pertinentes com
auxilio de seringa de Iml.

A morfometria foi realizada nos dias 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, utilizando o paquimetro
manual, sendo a lesdo mensurada no sentido latero-lateral e cranio-caudal, calculando sua
area em cm?. Para célculo do potencial de contracao utilizou-se a formula PC= Potencial, AF=
Area final, Ai= Area Inicial da ferida (RESENDE, 2018).

Os dados obtidos foram registrados em planilhas individuais para cada animal e
fotografados de acordo com a necessidade do projeto. Transcorrido os periodos de observacao
dos grupos, os animais foram submetidos a eutandsia por aprofundamento anestésico com
Ketamina a 10% na dose de 2g/kg (0,2 ml//100g) e Xilazina a 2% na dose de 0,004g/kg
(0,2ml1/100g) por via intraperitoneal.

4.5 Analise de dados

Para a andlise dos dados foi empregado um estudo de natureza quantitativa do tipo
estatistico através de tabelas e graficos. Segundo Polit e Hungler (2005), a abordagem
quantitativa compreende uma coleta sistematica de informacao numérica, mediante condi¢des
de controle, além da andlise de informagdes utilizando procedimentos estatisticos. Ja
Richardson (1999) conceitua o método quantitativo como uma finalidade de garantir a
exatidao dos resultados, impedindo distor¢des de andlise e interpretagdo, a fim de permitir
uma margem de seguranca quanto as referéncias.

Os dados obtidos na avaliacdo foram cotados utilizando-se o programa estatistico
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 19.0), para medidas de tendéncia central e
de dispersdo. Para a avaliagdo dos diferentes grupos experimentais, foi utilizada a Anélise de
Variancia (ANOVA) e para comparagdes multiplas entre grupos, o teste de Tukey.

Considerou-se como estatisticamente significativos os valores de p<0,05.
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4.6 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi encaminhada para o Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, regido de acordo com a Resolu¢do n°
11/794, do dia 8 de outubro de 2008 que regulamenta o inciso VII do § 1o do art. 225 da
Constituicdo Federal, estabelecendo procedimentos para o uso cientifico de animais.
Assegurando a segurancga, bem-estar e auséncia de dor ao animal que esteja sendo manipulado

(CONCEA, 2009).

4.7 Riscos da pesquisa

A pesquisa ofereceu risco minimo aos ratos, que poderiam apresentar estresse, devido
a manipulacdo durante estudo, risco esse que foi minimizado pelo pesquisador por meio de
técnicas de massagem para relaxamento.

Para o pesquisador, o risco esteve relacionado com a manipulacdo dos animais, onde o
mesmo poderia lesionar-se com o material perfurocortante, utilizado durante o procedimento
do estudo ou serem mordidos pelos animais em estudo, no momento em que estiver
realizando a limpeza dos criadouros além da possibilidade de contaminar-se com seus
residuos bioldgicos. Esses riscos foram controlados por meio de treinamento prévio do
pesquisador para manipulagdo da amostra, como também utilizando as boas praticas de

biosseguranca e utilizagao de luvas especificas.

4.8 Beneficios da pesquisa

Esta pesquisa tem grande relevancia no que diz respeito a elucidar a comunidade
cientifica sobre os beneficios da associacdo da prépolis e caju na cicatrizacdo de lesdes
teciduais, ainda possibilitando, a orientac@o a utiliza¢do da populacdo em geral, haja vista, o
custo beneficio da utilizacdo de produtos naturais como recurso a saude. Ainda servird de
suporte para o desenvolvimento de novos estudos na mesma temdtica, como também
instigando pesquisadores para novas ideias utilizando outros substratos para tratamento de

feridas cutaneas.



23

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O periodo experimental transcorreu com acompanhamentos didrios, no mesmo
horério, seguindo protocolo de higienizacdo da ferida cutdnea, com solucao fisioldgica a 0,9%
e aplicacdo do extrato por grupo, os pesos e didmetros da ferida foram avaliados nos dias 0, 4,
6,9 e 12. A tabela 1 apresenta os valores de peso e avaliacio morfométrica relativa a drea do
ferimento cutdneo dos animais, durante o tratamento dos grupos. Podemos visualizar a
tendéncia da uniformidade das lesdes no que se refere aos didmetros médios das feridas
cutaneas dos grupos, haja vista que obtiveram valores aproximados apds realizacdo do
procedimento cirdrgico no dia 0: Grupo I - Controle (0,9+0,1), Grupo II - 100% Prépolis
(0,940,9), Grupo III — 100% Caju (0,9+0,16), Grupo IV — 75% Proépolis e 25% Caju
(0,87+0,08), Grupo V — 75% Caju e 25% Propolis (0,8+0,005) e Grupo VI — 50% Prépolis e
50% Caju (0,84+0,05).

Tabela 1 — Acompanhamento das lesdes cutaneas dos animais nos diferentes grupos de
observacao

Diametro do ferimento cutineo (cm?)

Dias de Peso (g) | Controle Proépolis Caju Prépolis Caju 75% Proépolis

avaliagdo 100% 100% 75% caju prépolis 50% caju
25% 25% 50%

0 261+£30,9 0,9+0,1 0,9+0,09  0,9+0,16  0,87+0,05 0,8+0,005 0,84+0,05

4 271£28,9 0,8+40,1 0,78£0,1  0,31+0,09 0,72+0,09 0,38+0,03  0,72+0,09

6 271£27,3 0,72+0,09 0,62+0,19 0,10£0,04 0,58+0,04  0,08+0,03 0,63+0,08

9 283294 0,46x0,03 0,41+0,15 0,040,0 0,38+0,03 0,0£0,0 0,55+0,07
12 286+29,9  0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

Média £ Desvio padrdo = *: p<0,05.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2019.

Relacionada a varidvel peso, observamos que este aumentou de forma linear ao longo

do periodo de tratamento € ndo obteve diferenca significativa (p=0,06). Vieira et al. (2008)
em seu estudo, sobre a acao dos flavonoides na cicatrizagdo por segunda intencido em feridas
limpas induzidas cirurgicamente em ratos wistar, observaram que o peso dos animais
diminuiu a2 medida que era feito o tratamento, eles referiram esse ocorrido ao ferimento
realizado na regido tordcica do animal, o que impedia ou dificultava o acesso destes animais a
raco.

Para Tabernero et al. (2014) os compostos fendlicos sd@o potenciais agentes contra a
obesidade devido ao seu potencial de reducdo dos hidratos de carbono, absor¢do e oxidacao

de gorduras, atividade anti-inflamatéria e agdo termogé€nica. Outrossim, atuam como
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reguladores no balanceamento energético, neuromoduladores e do consumo alimentar,
possuindo ac¢do hipolipidémica (controle dos niveis de colesterol no sanguineo) e na
diminui¢ao da pressao arterial (PANICKAR, 2013; CAPASSO; CASTALDO, 2002).

Nery et al. (2006) associam a reducdo de peso no animal submetido ao procedimento
cirirgico dermatoldgico ao processo inflamatdrio, que gera mediadores imunoldgicos e da
inflamacao, tais como citocinas inflamatoérias e Fator de Necrose Tumoral (FNT), o ultimo,
que em elevados niveis séricos causam a perda de peso devido a estimulagdo da proteina
leptina, que induz o organismo ao gasto energético e a inapeténcia por provocar sensagcao de
saciedade, diminui o consumo alimentar e consequentemente perda de peso.

Ja Pazzini et al. (2016) observaram que em ambos 0s grupos, o peso dos animais entre
o inicio e o fim do experimento, manteve-se estdvel, demonstrando que os animais se
alimentaram adequadamente e que o procedimento cirdrgico nao provocou resposta organica
que repercutisse no estado geral dos animais.

As dosagens utilizadas proporcionaram regeneragdo tecidual e processo cicatricial
completo, verificando melhor acdo efetiva nas formulagdes contendo maior concentracdo o
extrato de caju (Anacardium Occidentale L.) (Figura 1). As concentracdes 100% caju e 75%
caju com 25% prépolis, grupo III e V, respectivamente, proporcionaram maior agilidade na
reparacdo tecidual, apresentando diferenga estatistica (p=0,05) quando comparadas com os
demais grupos. Nessas concentragdes, a reestruturacio tecidual completa ocorreu aos 9 dias

de avaliagdo.

Figura 1 — Areas médias das feridas cutineas em ratos wistar do grupo I (Controle) e grupos
experimentais grupo II (Prépolis 100%), grupo III (Caju 100%), grupo IV (75% propolis e
25% caju), grupo V (75% caju e 25% propolis) e grupo VI (50% prépolis e 50% caju)
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Observamos ainda, que os diametros da lesdo nos ratos submetidos ao uso das demais
dosagens dos extratos a base de prépolis e caju durante o tratamento, foram inferiores aos
diametros das lesdes do grupo controle, esse que nao recebeu tratamento, apenas higieniza¢ao
a base solucdo fisiolégica a 0,9%, mostrando-se relativamente mais eficiente durante o
tratamento, quando comparados ao grupo controle. Ressalta-se ainda que, as lesdes do grupo
controle, quando considerado o periodo decorrido para total cicatrizacdo, essas tiveram
melhorias na mesma propor¢ao das lesdes tratadas com os extratos, o que indica que manter a
ferida limpa € de grande importancia no processo de cicatrizagao.

Os dados deste estudo, assemelham-se aos resultados de Rahal et al. (2003), que ao
tratar feridas limpas de ratos wistar utilizando pomada de propolis, mostrou maior diminui¢dao
das dreas das lesOes tratadas com propolis em relacdo as que utilizaram solucio fisiologica a
0,9% como proposta de tratamento, obtendo cicatriza¢io total do ferimento no 15° dia do
experimento. Esse ultimo dado vai de encontro aos nossos resultados, que obtiveram
reepitalizagdo total no 12° dia do estudo.

Vieira et al. (2008), em estudo semelhante a este, observaram didmetros inferiores nas
lesdes de ratos wistar tratados com prépolis quando comparados as lesdes tratadas com cha
verde. Relataram que mesmo ndao havendo diferencas estatisticamente significativas, o
composto a base de propolis se mostrou mais eficiente durante o tratamento.

Os resultados de édrea da ferida obtidos neste experimento foram estatisticamente
significativos, analisados através do teste de Tukey, em relagdo ao tratamento utilizado nos
diferentes grupos (Tabela 2). Com base nos dados, verificamos que dentre os tratamentos que
alcancaram maior agilidade na cicatrizagdao (concentragdes 100% caju e 75% caju com 25%
propolis, grupo III e V), ndo houve diferenca estatisticamente significativa quando
comparadas entre si, 0 que nos propde a caracterizar estas concentracOes de tratamento

eficazes na mesma proporcao.

Tabela 2 — Comparacdes multiplas entre grupos — Teste de Tukey.

Comparagao entre grupos | P<0,05
1 2 0,999
0,000*
0,905
0,000*
0,998
0,999
0,001*

[SSIRN N e T O, B I SN OV ]
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0,979
0,000*
0,975
0,000*
0,001*
0,002*
1,000
0,000*
0,905
0,979
0,002*
0,001*
0,717
0,000*
0,000*
1,000
0,001*
0,000*
0,998
0,975
0,000*
0,717
0,000*

G| WIN|IRIO | WINRPRJO VW (N (RO |V IN|RJO (U D>

Média + Desvio padrdo = *: p<0,05.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2019.

Descrito por Andrea, Costa e Clarton (2005), a prépolis possui grande variagao
em sua composi¢do quimica, apresentando os flavonoides (flavonas, flavondis e flavononas)
como principais compostos com atividade farmacoldgica, agindo como antioxidantes,
antimicrobiano e anti-inflamatdrio, auxiliando e estimulando a atividade cicatrizante. Foram
citados por Miguel et al. (2011) os efeitos antiparasitdrios, antivirais, antifungicos,
antibacterianos, imunestimulantes, cicatrizantes € anestésicos.

Paiva (2003) confere que estudos em animais e em seres humanos demonstraram a
acdo antiinflamatodria e cicatrizante do caju (Anacardium Occidentale), sendo as lesoes
induzidas e tratadas até a cura total, ndo havendo evidéncia de efeitos colaterais ou reacdes
adversas. Dados de Schirato et al. (2006), revelaram melhor cicatrizacdo dos grupos contendo
fitoterdpicos a base de caju no periodo de sete dias, porém sem diferenca estatistica entre eles.
Os autores remetem essa resposta tecidual favordvel especialmente as propriedades anti-

inflamatdrias e cicatrizantes do composto.
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Nas avaliagdes, foram realizadas macroscopicamente verificagdes das feridas
cutaneas, avaliando sinais inflamatdrios, presenga ou auséncia de edema, exsudato, crosta e
coloracdo. As avaliacdes foram graduadas de acordo com Pazzini et al. (2016), em
pontuacdes: 0 —auséncia, 1 — presenca discreta, 2 — presenga moderada e 3 — presenca intensa,
para edema e exsudato, para avaliacdo de crosta pontuou 0 — ausente e 1 — presente e para
graduar a coloracdo a pontuacdo variou de 1 a 3, onde 1 - rosea, 2 — hemorragia leve, e 3 —
hemorragia intensa.

Na comparacdo das varidveis morfoldgicas, verificamos na caracteristica crosta,
diferenca estatistica entre os grupos (p=0,04). Em relacdo a presenca de edema houve maior
ocorréncia no GI — controle (0,330,122 — p=0,13), exsudato com maior escores nos GII —
100% propolis (0,93+0,31 — p=0,08) e GIV — 75% prépolis e 25% caju (0,93+£0,12 — p=0,08).
Tabela 3.

Tabela 3 — Médias das caracteristicas morfolégicas dos ferimentos cutaneos nos diferentes
grupos de observagao

Caracteristicas | GRUPO 1 | GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO V | GRUPO
IT 11 1A% VI
Edema 0,33+0,12 | 0,20+0,00 | 0,20£0,00 | 0,27+0,12 | 0,20+0,00 | 0,20+0,00
Exsudato 0,60+0,00 | 0,93+0,31 | 0,73+0,12 | 0,93+0,12 | 0,80+0,20 | 0,60+0,00
Crosta * 0,27+0,12 | 0,40+0,00 ' 0,33+0,12 | 0,53+0,12 | 0,47+0,12 | 0,53+0,12
Cor 2,20+1,00 | 2,07+0,12 | 1,67+0,50 | 2,47+0,23 | 2,27+0,58 | 1,87+0,23

Média + Desvio padrdo = *: p<0,05.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2019.

Embora nao tenhamos observado diferenga estatistica neste estudo, quanto a presenca
de edema, conferimos que o processo de reparagdo tecidual seguiu um curso semelhante ao
longo do periodo experimental, observados em ambos os grupos, submetidos ao tratamento.
Nas feridas dos grupos experimentais, o edema foi mais expressivo nos trés primeiros,
reduzindo exponencialmente ao longo dos dias.

Schirato et al. (2006) relataram, que o edema, consequente ao acimulo de fluido e
proteinas plasmadticas no espago extravascular em resposta a acao de citocinas, foi observado
em todos os grupos da sua pesquisa. Entretanto, a sua frequéncia foi menor nas lesdes tratadas
com POLICAJU (33%). Gregory (1999) menciona a presenca de edema no processo de
cicatrizacdo tecidual, com maior intensidade no inicio da reparagdo, acompanhado da cascata
inflamatoria fisioldgica, e menos intensa no periodo final da cicatrizacdo. Aradjo (2009)
expde a eficiéncia anti-inflamatéria e antimicrobiana das variedades da prépolis vermelha

frente ao controle flogistico a diferentes microrganismos.
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Schirato et al. (2006) mencionaram caracteristicas exsudativas no 1° dia de pds-lesao
em 24,14%; 13,79% e 20% das feridas dos animais pertencentes aos Grupos tratados com
solugdo, com &cido ascérbico 75 mg.ml e com POLICAJU 150mg.ml, respectivamente.
Semelhante aos nossos resultados as feridas cutaneas apresentaram exsudatos nos primeiros
dias apds procedimento cirdrgico, até formacgdo de crosta.

No 3° dia ap6s a realizacdo do procedimento cirurgico das lesdes cutaneas, 100% das
feridas dos grupos experimentais apresentaram formacdo de crosta, j4 no grupo controle
apenas um animal apresentou esta caracteristica. No 6° dia de avaliacdo, o grupo controle
apresentou 100% das feridas (n=3) com presenca de crosta. No 9° dia, observou-se
desprendimento de crosta nos grupos controle e experimentais, porém no controle as lesdes
ndo se encontravam reepitelizadas, o que ndo foi evidenciado nos demais grupos estudados.
No 12° dia, todas as feridas cutaneas obtiveram cicatrizagao total.

Pazzini et al. (2016) refere-se que no processo de reparacdo tecidual, normalmente,
ocorre desprendimento da crosta quando a cobertura epitelial estd completa. Rahal et al.,
(2003) observou com 21 dias de tratamento com propolis, regeneracio do epitélio por
completo, apresentando na andlise histolégica, grande quantidade de fibroblastos e fibras
coldgenas na derme. Soengil et al. (2000) também referiram que, histologicamente, a prépolis
possibilitou reepitelizacdo mais precoce em relacdo aos animais tratados com mel ou solucao
fisioldgico.

Observamos ainda, escores aproximados na varidvel cor, prevalecendo coloracio résea
ao longo do estudo, sem diferenca estatistica demonstrada. Abegdo et al. 2015 expdem
semelhanca quanto a esta caracteristica morfoldgica, relatando a permanéncia da coloragao

rosea durante todo o periodo do experimento.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo permitiram verificar a eficidcia da combinacao e utilizagao
individual entre extrato aquoso da propolis vermelha e caju (Anacardium Occidentale), em
feridas cutaneas limpas induzidas em ratos wistar. Observamos que 100% dos ferimentos
estiveram cicatrizados totalmente no 12° dia de experimento, sendo observada diferenca nos
processos de cicatrizacdo nos animais, quando comparadas as dreas dos ferimentos dos grupos
e presenga de crosta. Observou-se diferenca estatisticamente significativa (p=0,05) para os
extratos 100% caju e 75% caju com 25% prépolis quando comparado com os demais grupos,
todavia entre eles, ndo apresentou diferenca estatistica.

Com esta pesquisa foi possivel conhecer e compreender melhor a agdo terapéutica dos
extratos, além de ser uma opgdo de fécil utilizacdo e baixo custo para o cuidado tépico de
ferimentos, possibilitando para que a comunidade cientifica e popular esteja cada vez mais
informada, e ainda possam fazer uso dessas evidéncias, utilizando produtos naturais com mais

seguranca e eficacia, como opcao de tratamento fitoterapico.
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