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RESUMO

O Brasil destaca-se no cenario mundial por ser referéncia no ambito da
etnofarmacologia, sendo uma importante fonte de novos recursos terapéuticos. Para
tanto, o conhecimento popular deve estar associado a pesquisas cientificas para
comprovar a eficicia e/ou a toxicidade das espécies utilizadas, a fim de garantir a
seguranca para sua utilizacado na forma de medicamento fitoterapico, segmento este
bastante promissor. As feridas sdo o rompimento do funcionamento e da estrutura
anatdmica normal da pele. Diferentes espécies vegetais, na maioria das vezes ainda
pouco estudadas, sdo candidatas potenciais a gerar farmacos usados no processo
de reparacédo tecidual. Neste sentido, o presente trabalho tem por objetivo testar
formulacbes farmacéuticas fitoterapicas com vistas a reparacdo tecidual de lesdes
cutdneas em camundongos. Para tal, foram induzidas feridas padronizadas no dorso
de 90 camundongos da linhagem Albino (Swiss), 0os quais receberam os seguintes
tratamentos: Pomada dermatolégica Fibrase®, Gel cremoso base, Extrato aquoso de
Curatella americana, Extrato aquoso de Costus spicatus, Gel cremoso contendo
Curatella americana e Gel cremoso contendo Costus spicatus através de 2
administracdes diarias por um periodo de 7, 14 e 21 dias, sendo cada periodo de
tempo considerado um subgrupo de 5 animais, os quais foram eutanasiados para
avaliacdo do processo de cicatrizacdo, através da medicdo da lesdo e de analises
histopatoldgicas. Na avaliacdo da reducdo da ferida, foi verificado que os grupos
testes, quando comparados com o grupo controle positivo (Fibrase®), apresentaram
resultados semelhantes ao final dos 21 dias de tratamento, o que foi ratificado pelos
achados histolégicos. Os grupos de ambos os extratos aquosos, assim como o gel
cremoso contendo Costus spicatus, quando comparados ao Gel cremoso,
apresentaram uma progressao mais efetiva no periodo proliferativo da cicatrizagéo,
apresentando ainda mais precocemente o periodo de remodelacdo da cicatriz, 0 que
de fato leva ao fechamento completo da lesédo, tornando-os uma alternativa ao
tratamento de feridas cutdneas com cicatrizagdo de segunda intencdo. Por outro
lado, apesar da diferente progressao, a cicatrizacao total da leséo foi observada em
todos os grupos testados apos os 21 dias de tratamento.

Palavras chave: Atividade cicatrizante, In vivo, Formulacdo, Curatella americana,
Costus spicatus.



ABSTRACT

Brazil stands out on worldwide as a reference in ethnopharmacology, being an
important source of new therapeutic resources. Nevertheless, the popular knowledge
must be associated with scientific data to evidence the effectiveness and/or toxicity of
the used species in order to ensure safety for its use in the form of a phytomedicine,
part of a very promising segment. The wounds are the disruption of the functional
and anatomic structure of the normal skin. Different herbal species, mostly poorly
studied, are potential candidates to be used in tissue repairing, regarding its popular
usage. Therefore, this work aimed to develop and test the activity of two
phytotherapic formulations to repair skin lesions in vivo. Standardized wounds were
made in the dorso of 90 albino mice (Swiss strain), which received the following
treatments: dermatological ointment Fibrase®, creamy gel base, aqueous extract of
Curatella americana, aqueous extract of Costus spicatus, creamy gel containing
Curatella americana and creamy gel containing Costus Spicatus through 2 daily
administrations for a period of 7, 14 and 21 days, each time consisting a subgroup of
5 animals that were euthanized to evaluate the healing process by measuring the
injury morphologically, followed by histopathological analysis. In the evaluation of the
wound reduction, it was found that the test groups, compared to the positive control
group (Fibrase®) showed similar results in the end of the 21 days of treatment,
confirmed by the histological findings. Groups of both agueous extracts, as well as
the creamy gel containing Costus Spicatus, compared to creamy gel base, showed a
more effective progression in the proliferative period of healing, with an early start on
the remodeling wound period, which leads to the complete lesion healing, indicating
them to be an alternative for skin second intention wound treatment. Moreover,
despite the different progression, the complete healing of the lesion was observed in

all groups tested after 21 days of treatment.

Keywords: Healing activity, In vivo, Formulation, american Curatella, Costus

spicatus.
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se no cenario mundial por apresentar uma extensa
biodiversidade, sobretudo em relacdo a flora, apresentando um grande
potencial para o desenvolvimento de pesquisas cientificas e tecnolégicas com
vistas a descoberta e producéo de fitofarmacos e medicamentos fitoterapicos.

Inserido neste contexto, o Estado do Amapa destaca-se como uma
regido cuja biodiversidade tem sido pouco explorada, fato este que o torna
promissor para o estudo e desenvolvimento de fitoterapicos, permitindo através
da pesquisa cientifica e tecnologica respaldar o uso das plantas medicinais tdo
amplamente difundido entre a populacgéo local.

O uso popular de plantas na medicina tradicional, no que se refere a
etnofarmacologia, € uma valiosa fonte para a descoberta de novos recursos
terapéuticos. No entanto, o conhecimento popular deve estar associado a
pesquisas cientificas, a fim de garantir a eficacia seguranca para sua utilizacdo
na forma de medicamento.

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos no Brasil e a
aprovacao do Projeto de Lei n® 7.735/2014, que prevé acesso ao patrimonio
genético para fins de pesquisa cientifica, fomenta o desenvolvimento
tecnoldgico e a inovacdo em toda a cadeia produtiva de plantas medicinais e
medicamentos fitoterdpicos, facilitando desta forma, a descoberta de novas
alternativas de tratamento. Neste contexto, o0 desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos se apresenta na atualidade como bastante
promissor.

Torna-se importante ressaltar que o medicamento fitoterdpico deve
conter como ingredientes ativos apenas substancias de origem vegetal, desde
gue em formas extrativas brutas, ou seja, sem a presenca de compostos ativos
isolados, como prop6e a Farmacopeia Brasileira.

Inserido neste contexto, a pesquisa de produtos naturais para auxiliar no
processo de cicatrizacdo de feridas tem crescido nos ultimos anos, tendo sido
buscadas alternativas mais efetivas as disponiveis no mercado.

O processo de cicatrizacdo de feridas € complexo e consiste em uma
perfeita e coordenada cascata de eventos celulares e moleculares que

interagem para que ocorra a repavimentagao e a reconstituicdo do tecido. Tais
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eventos se voltam completamente para o reparo do dano tecidual local,
ocasionado pela perda tecidual, que pode atingir a derme, ou mesmo atingir
todos os niveis da pele, chegando ao tecido celular subcutaneo.

Dentre as plantas ainda pouco estudadas estdo a Curatella americana,
popularmente conhecida como “lixeira” e a Costus spicatus, conhecida como
“cana-do-brejo”, que sao utilizadas pela comunidade local para cicatrizagéo de
ferimentos, justificando o estudo cientifico destas espécies com o propdésito de
melhor aproveitar e valorizar a biodiversidade da Amazonia brasileira no
desenvolvimento de formulacgfes fitoterapicas. Neste sentido, os estudos pré-
clinicos sdo uma etapa importante para garantir a eficdcia e seguranca dos

produtos inovadores e sdo, portanto, o objeto de estudo da presente memoria.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar a capacidade cicatrizante in vivo de extratos e gel cremoso a base de

Curatella americana e de Costus spicatus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparar extratos hidroalcodlicos de Curatella americana e Costus spicatus
para obtencéo de extrato seco;

- Desenvolver formulagcdes na forma de gel cremoso contendo os extratos
vegetais estudados;

- Avaliar a atividade cicatrizante das formula¢gdes farmacéuticas fitoterapicas

desenvolvidas utilizando um modelo experimental com camundongos;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 SISTEMA TEGUMENTAR

O tegumento, constituido pela pele e seus anexos (foliculos pilosos,
unhas, glandulas sebaceas e sudoriparas), € um dos maiores 6rgédos do corpo,
correspondendo a, aproximadamente, 16% do peso corporal humano
(CEDERJ, 2004).

A pele, o constituinte mais expressivo, além de ser responsavel por
recepcionar a maioria dos estimulos nervosos vindos do ambiente, possui
importante funcado fisioldgica, inclusive no que diz respeito a indicacdo de
condigdo patoldgica, como, a coloracdo amarelada para indicar ictericia, ou a
cor ciandética (cinza-azulada) para indicar problemas de natureza respiratoria e
cardiovascular (CEDERJ, 2004).

A pele possui ainda funcdo protetora contra infeccdes, lesdes ou
traumas, raios solares e possui importante funcdo na manutencdo da
temperatura corporea (CUNHA, 2006).

Segundo Araujo (2010), a pele esta estratificada em:

e Epiderme: Camada superficial e bastante fina. E formada por epitélio
queratinizado, escamoso e estratificado sem vascularizacdo e com a nutricao
efetuada por capilares situados na derme. A camada morta mais superficial &
composta por queratina, que serve como barreira para entrada de patégenos e
agua.

Outras células que estdo presente na epiderme sao os melandcitos,
responsaveis por sintetizar a melanina, importante para determinacdo da cor da
pele e na protecdo contra raios ultravioletas. Também estdo presentes as
células de Merkel, que possuem granulos citoplasmaticos, com substancias
neurotransmissoras, envolvidas no processo de percepcao tactil.

e Derme: Camada intermediaria e densa, constituida de tecido conjuntivo,
subdivida em reticular, que € composta por fibras de colageno e fibroblastos, e
a papilar composta por evaginagdes entre a derme e a epiderme. “Apresenta
uma complexa organiza¢do, com um tecido conjuntivo rico em vasos, glandulas
sebaceas e sudoriparas, foliculos pilosos e corpusculos tacteis” (ARAUJO,
2010, p. 16).
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e Hipoderme: E constituida, sobretudo por tecido adiposo, o que lhe

garante elasticidade e maleabilidade.

3.2 FERIDA
As feridas sdo modificacbes da pele ocasionadas por: traumas,

processos inflamatorios, degenerativos, circulatérios, por distarbios do
metabolismo ou por defeitos formativos. Trata-se portanto do rompimento da
estrutura e do funcionamento da estrutura anatdmica normal, resultante de um
processo patologico que se iniciou interna ou externamente no(s) Orgao(s)
envolvido(s) (CUNHA, 2006).

Segundo Sousa et al. (2009, p. 1), “a ferida € uma lesdo que resulta no
rompimento da continuidade normal das estruturas da pele”, podendo atingir
desde a epiderme, até estruturas mais profundas como fascias, musculos,
aponeuroses e 0rgaos cavitarios.

A sua classificacdo constitui uma importante forma de sistematizacéo,
necessaria para o processo de avaliacao e registro.

As principais causas das feridas agudas sdo os traumatismos. Segundo
Santos e colaboradores (2011) em um Manual de que trata sobre a avaliacao e
tratamento de feridas, estas podem ser classificadas sob diferentes critérios:
Quanta a causa, as feridas podem ser:

e Cirdargicas, feridas provocadas intencionalmente, mediante:

Incisdo: quando ndo ha perda de tecido e as bordas sédo fechadas por

sutura;

Excisdo: quando ha remocéo de uma area da pele;

Puncao: quando resultam de procedimentos terapéuticos diagnosticos.

e Traumaticas, feridas provocadas acidentalmente por agentes:

Mecanico: contencéo, perfuragao ou corte;

Quimico: iodo, cosméticos, acidos, etc.;

Fisico: frio, calor ou radiacéo;

e Ulcerativas, feridas escavadas, circunscritas na pele, resultantes de
traumas ou doencas relacionadas com o impedimento de suprimento de

sangue para a area.

Quanto a presenca de microrganismos, as feridas podem ser:
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e Limpas, em condi¢cbes assépticas adequadas, sem a presenca de
microrganismos patogenos;

e Limpas contaminadas, feridas que num prazo de 6 horas entre o
trauma e a intervencgao, ndo apresentem contaminagao significativa,;

e Contaminadas, feridas com mais de 6 horas entre o trauma e a
intervencéo, sem sinais de infecgéo;

e Infectadas, ferida com presenca de agente infeccioso local, com

evidéncia de reacao inflamatoria e destruicdo de tecido, podendo haver pus.

Quanto ao grau de abertura, as feridas podem ser:
e Abertas, feridas em que as bordas estao afastadas;
e Fechadas, feridas em que as bordas estdo justapostas.
Quanto ao tempo de duragéo:
e Agudas, quando sao feridas recentes;
e Cronicas, feridas que apresentam um tempo de cicatrizagdo maior que

o esperado devido a sua etiologia.

Quanto a espessura, as feridas podem ser:

e Ferida de espessura parcial (derme incompleta) ocorre apdés muitos
procedimentos dermatolégicos como a dermoabrasédo, o resurfacing por laser
ou peelings quimicos; pode também ser causada por traumatismos. A
reparacao de da pela re-epitelizacdo dos anexos epiteliais ou epitélio derivado
da pele adjacente ndo acometida. Como resultado final tem-se uma cicatriz
praticamente imperceptivel (MANDELBAUM et al., 2003, parte I).

e Feridas de espessura total (derme completa ou estendida ao tecido
celular subcutaneo) necessitam da formacédo de um novo tecido, o tecido de
granulacdo; a epitelizacdo, base da cicatrizacdo nas feridas de espessura
parcial, acontece apenas nas margens da ferida. Nesse caso, a cicatriz é
totalmente perceptivel e, muitas vezes, pronunciada (FAZIO et al., 2000).

Quanto ao tipo de cicatrizacao, as feridas podem ser:
e 12 intencdo, situacdo ideal para fechamento das lesbes e esta

associada a ferida limpa, portanto com perda minima de tecido, reduzido
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potencial de infeccédo e possibilidade de aproximacdo dos bordos da lesédo por
suturas. O processo cicatricial ocorre no tempo fisioldgico esperado e a cicatriz
€ minima.

e 22 intencdo, esta relacionada a ferimentos infectados e a lesdes com
perda acentuada de tecido, na qual ndo é possivel juntar os bordos,
acarretando em um desvio da sequéncia esperada de reparo tecidual. Este
processo envolve uma producdo mais extensa de tecido de granulacéo, maior
tempo para a contracao e epitelizagao da ferida. Ocorre ainda a deformagéo da
cicatriz.

e 3%intencdo ou primeira retardada, quando h& fatores que retardam a
cicatrizagdo da lesédo, inicialmente submetida a fechamento por primeira
intencdo. Isto ocorre quando a incisdo é deixada aberta para drenagem de

exsudato e s6 entao é fechada.

3.3 CICATRIZACAO

A palavra cicatrizacdo € utilizada para definir um processo em que
um tecido lesado € substituido por um tecido conjuntivo vascularizado. Este
processo envolve componentes da matriz extracelular, células residentes, ou
seja, queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais e células nervosas. Ha
também a participacdo de leucdcitos (neutréfilos, macrofagos/mondcitos e
linfécitos), bem como de mediadores lipidicos como prostaglandinas,
leucotrienos e fator de agregacdo plaquetaria, assim como mediadores
proteicos como citocinas e fator de crescimento (COTRAN, 1991).

As propostas de intervencdo no processo de cicatrizacao de feridas, na
tentativa de protecdo e de melhoria da recuperacédo tecidual, da-se desde a
Antiguidade.

“‘Os registros mais antigos datam de 3000-2500 a.C, e neles séo
mencionados curativos a base de mel, graxa, fios de linho e diversos tipos de
excrementos, que faziam parte dos principios da Farmacopeia Egipcia”
(MANDELBAUM et al., 2003, parte I, p. 398). HipOcrates, recomendava que as
feridas fossem mantidas limpas e secas, sendo a limpeza com agua morna,
vinho e vinagre. Foi ele o criador dos conceitos de cicatrizagdo por primeira ou
segunda intengdo (DEALEY, 2001).
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“A partir do século XIX, durante a Guerra da Criméia, foram criados os
curativos a base de fibras de linho, que, apds serem reutilizadas varias vezes,
se tornavam gradativamente mais macias, mas eram pouco absorventes”
(MANDELBAUM et al., 2003, parte I, p. 398).

Em 1860, Gamgee cria o chumaco de algoddo envolto em
gaze que ainda hoje é utilizado. No periodo compreendido entre 1840
e o final da Segunda Guerra Mundial, o tratamento de feridas tinha
como foco agentes tépicos com acao antimicrobiana e a protecao
seca, devendo-se esse protocolo a ‘Teoria dos Germes’ de Pasteur, o
periodo aureo de utilizacdo de antissépticos como o liquido de Dakin
Eusol, derivados de iodo, mercurio e aluminio (MANDELBAUM et al.,
2003, parte I, p. 398-399).

Em 1945, Bloom e, posteriormente, em 1950, Schilling, apresentaram
uma nova vertente no tratamento de feridas de queimaduras com a utilizagao
de um filme transparente e permeavel ao vapor, criando assim um ambiente
umido para o tratamento de feridas bem como para a reducéo da dor, devido a
protecdo das terminagdes nervosas contra o ressecamento (MANDELBAUM et
al., 2003, parte I).

Em 1962, estudos demonstraram que a taxa de epitelizacdo aumentava
em 50% quando o tratamento era realizado em ambiente Umido, além da
diminuicdo da formacao de crostas, dava-se, portanto, o inicio da "revolugcédo no
conceito de curativos" (WINTER, 1962 apud MANDELBAUM et al., 2003, parte
).

A partir de 1970, nos Estados Unidos e Europa, registrou-se uma
avalanche na utilizagdo de novos recursos no tratamento de ferimentos,
surgindo a necessidade de conhecer os reais beneficios de cada um. Esta
preocupacdo fez com que os diversos 06rgdos e agéncias passassem a
coordenar estudos, que pudessem estabelecer critérios para avaliar e indicar
parametros para direcionar uma adequada selecdo no tratamento de feridas
(MANDELBAUM et al., 2003, parte I).

De uma forma geral, hoje alguns critérios sdo colocados como ideais
para o curativo e uma cicatrizacdo eficazes, sao eles: manter a umidade na
interface do curativo, com isto ocorre uma diminuicdo na dor e o estimulo a
processos autoliticos naturais; remover o excesso de exsudacgao; estimular a
troca gasosa, a oclusdo da ferida promove hipoxia local o que favorece a
angiogénese e consequentemente a formacdo de tecido de granulagao;

7

fornecer isolamento térmico, pois se sabe que a temperatura de 37°C é
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importante para estimular a atividade macrocitica e mitotica durante a
cicatrizacdo (DEALEY, 2001); ser impermedavel as bactérias, um dos objetivos
do curativo é criar uma barreira entre a ferida e o ambiente; ndo deixar
residuos no leito da ferida e permitir que o curativo seja retirado sem provocar
traumas (SANTOS, 2011).

De uma forma geral, quando tomamos como referéncia a fisiologia do
processo de cicatrizagéo, sao trés as fases: inflamacéo, formacéo de tecido de
granulacdo com deposicao de matriz extracelular (proliferativa) e remodelacdo

da ferida (Figura 1).

Figura 1 - Fases do processo de cicatrizacéo ().

Coagulacao
— Inflamacao

Granulacao

Remodelamento

Macrofagos

Células

Dias apés o ferimento

2 4 6 8 10 12 14 16
Fonte: HATANAKA; CURI, 2007

Todos os organismos vivos tém a capacidade auto regenerativa, ou seja,
em situacdo de perda, tem a capacidade de repor determinados elementos
perdidos a fim de garantir o bom funcionamento do organismo. Nos organismos
unicelulares esta reposicdo de elementos estruturais € realizada por enzimas e
moléculas de alta complexidade, e nos organismos mais complexos, essa
regeneracao leva em consideracdo a recomposi¢cao da atividade funcional do
tecido e o restabelecimento da homeostasia, muitas vezes, com perda da sua
atividade funcional pela formacgdo de cicatriz fibrotica. A leséo tissular, de
qualquer natureza (fisica, quimica ou biolégica), estimula rapidamente diversos

processos metabdlicos que buscam recuperar o tecido lesionado;
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desencadeando uma série de eventos que de forma simplista se traduzem
como rubor, tumor, calor e dor (BLANCK, 2008).

A cicatrizacdo é, portanto um processo complexo e sistémico que exige
que 0 organismo ative, produza e iniba um nudmero consideravel de
componentes celulares e moleculares que se organizam com o objetivo de final
de contribuir para o processo restaurador. Entender o processo cicatricial &
conceber que sua evolugdo esta relacionada a uma série de fatores locais e
sistémicos que podem contribuir positiva ou negativamente na sua evolugao
fisioloégica, além disso, o cuidado externo dispensado a lesdo é um fator
importante que pode prejudicar ou colaborar com o trabalho que o organismo
se propde a realizar (BLANCK, 2008).

3.3.1 Etapas da cicatrizacéo

A cicatrizacdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata
de eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a re-
epitelizacéo e a reconstituicao do tecido (FALEIRO et al, 2009).

Segundo Mandelbaum e colaboradores (2003, parte |), tal evento é um
processo dindmico que envolve fendmenos bioquimicos e fisioldgicos que se
comportam de forma harmoniosa a fim de garantir a reparagdo. Como em
qualquer processo patoldgico, conhecer a fisiopatologia da cicatrizacdo €
importante para delinear quais fatores podem vir a influenciar no desfecho. Isto
se deve principalmente devido a profundidade e extensédo da ferida, que pode
atingir a derme de forma incompleta (espessura parcial), ou a derme completa
até o tecido celular subcutaneo (espessura total).

Existem autores que consideram trés estagios no processo de
cicatrizacdo: inicialmente um estagio inflamatério, seguido por um de
proliferacdo e finalizando como reparo em um estagio de remodelacdo
(CLARK, 1993). Outros autores classificam de uma forma mais completa
dividindo o processo em cinco fases principais (FAZIO et al, 2000):

1 - coagulacao;

2 - inflamacéao;

3 - proliferagéo;

4 - contragao da ferida;



26

5 - remodelacéao.
Para uma compreensdo mais detalhada das etapas de cicatrizagao

vamos utilizar a segunda forma de classificagao.

3.3.1.1 Coagulacéo

O inicio é imediato apos o surgimento da ferida onde ocorre uma
complexa liberagdo de mediadores. Substancias vasoativas, proteinas
adesivas, fatores de crescimento e proteases séo liberadas e ditam o
desencadeamento de outras fases (CLARK, 1993). A formacdo de coagulo
serve ndo somente para coaptar as bordas da ferida, mas também para
oferecer matriz celular proviséria para que células cicatriciais possam migrar

para a ferida.

3.3.1.2 Inflamacéo

As diversas formas de lesdo no organismo levam a alteracdo nas
juncdes e nas células endoteliais ocorrendo as vezes ruptura de vasos
sanguineos e extravasamento de seus constituintes, a partir de entdo uma
série de eventos coordenados acontecem, iniciando com a migracao celular e
formacéao de uma rede de fibrina (MANDELBAUM et al., 2003, parte I).

Depois, eritrocitos sdo capturados formando-se entdo o trombo vermelho
gue € o principal responsavel pela oclusao do vaso rompido (DAVIES, 1990).

As plaquetas ativadas liberam mediadores como TGF-B, PDGF
(HATANAKA; CURI, 2007), troboxanos e fator de ativacdo plaquetario (PAF)
sdo difundidos através da matriz provisoria resultando em um gradiente
guimiotatico que orienta a migracdo das células existentes na circulacdo e
regibes adjacentes envolvidas na resposta inflamatoria (MAGALHAES, 2007).

Os neutrdfilos, como células mais abundantes no sangue, migram para a
superficie da ferida com a finalidade de formar uma barreira contra a invasao
de microrganismos, promovendo o recrutamento dinamico de mais neutrofilos
de vasos adjacentes ndo lesados (MANDELBAUM et al., 2003, parte I;
HATANAKA; CURI, 2007).
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Esta familia de moléculas possui importancia em varios fenbmenos
inflamatérios como a atividade quimiotatica. A contribuicao final na formacéo de
gradiente quimiotatico nos momentos iniciais da resposta inflamatéria sdo os
produtos da fibrindlise.

3.3.1.3 Proliferacéo

Esta ligada ao “fechamento” da ferida. A reepitelizacdo acontece de
forma paulatina a partir da migracdo de queratindcitos ndo danificados das
bordas da ferida e dos anexos epiteliais para as areas da lesdo a ser
reconstruida, além disso, ha o aparecimento de fatores de crescimento,
responsaveis pela reconstituicdo do epitélio (MANDELBAUM et al., 2003, parte
.

Feridas superficiais abertas e ressecadas re-epitelizam mais lentamente
do que as ocluidas (WINTER, 1962 apud MANDELBAUM et al., 2003, parte I).

A fibroplasia tem inicio com a formac¢éo de tecido de granulagédo no
espaco do ferimento, sendo formado por uma matriz frouxa de
colagenos tipo | e Il, fibronectina e acido hialurdénico contendo
macroéfagos, fibroblastos e vasos recém-formados e exudativos [...].
Este processo é denominado de fibroplasia e para a sua eficiéncia é
necesséria a ocorréncia em paralelo da formacdo de novos vasos
sanguineos, ou seja, é necessaria a neovascularizagdo da regido.
(BALBINO, 2005, p. 31).

“A neovascularizacdo € muito importante neste estagio por permitir a
troca de gases, suprimento de oxigénio e nutrientes para as células
metabolicamente ativas” (MAGALHAES, 2007, p. 15).

3.3.1.4 Contracgéao da ferida

Quando ocorre um processo lesivo ha perda de massa de tecido. Para
preencher um leito de ferida aberta duas estratégias precisam ser
desencadeadas. Na primeira, a prépria natureza anatbmica da ferida se
encarrega de proporcionar um estimulo para migracédo e proliferacéo de células
como fibroblastos, células epiteliais e queratinécitos, a partir de suas bordas.
Montesano e Orci (1988) denominaram este fendmeno de “efeitos de
vizinhanga livre”, as células basais que ficam proximas a regido da ferida, que
quando perdem a interacdo com as células adjacentes séo ativadas, adquirindo
propriedades mitoticas e proliferando na direcdo do centro da lesdo. Na
segunda, embora o espaco da lesdo esteja preenchido por tecido de

granulacdo, as bordas se deslocam em direcdo uma da outra, como se
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estivesse presente uma forca de tracéo invisivel (MANDELBAUM et al., 2003,
parte I; CARDOSO et al., 2004). Isto ocorre devido a diferenciacdo de alguns
fibroblastos das bordas da ferida para miofibroblastos (fibroblastos com
capacidade contratil).

O processo evolui e a matriz extracelular que inicialmente era formada
essencialmente por proteinas derivadas de plaquetas e de plasma, tem sua
composi¢do modificada. Ocorre a migracdo e ativacdo de macrofagos e
fibroblastos para o local, que acrescidos da presenca de neovasos, permitem
gue componentes da nova matriz extracelular sejam localmente produzidos por
estas células (MAGALHAES, 2007).

As células que passam por mudancas fenotipicas mais acentuadas sao
os fibroblastos, que passam a fendtipo caracteristico de células ativas para a
sintese proteica, onde seu citoplasma torna-se volumoso, apresentando um
reticulo endoplasmatico rugoso abundante. Desta forma, passam a secretar
grandes quantidades de colageno, que aos poucos substitui os proteoglicanos
e a fibronectina, tornando-se o principal componente da cicatriz em formacéao
(BALBINO et al., 2005).

Com a conclusdo desta etapa, o leito da ferida apresenta-se
completamente preenchido pelo tecido de granulagdo, a neovascularizacdo
restabelece a circulacéo e a rede linfatica passa por regeneracao. O tecido de
granulacdo lentamente fica enriquecido por mais fibras colagenas, dando a
regido da lesdo a aparéncia de cicatriz pelo acimulo de massa fibrosa
(MANDELBAUM et al., 2003, parte I; HATANAKA; CURI, 2007).

3.3.1.5 Remodelacéao

Nas ultimas fases da reparacdo surgem os eosindéfilos que segundo
Mandelbaum e colaboradores (2003, parte I); Hatanaka; Curi, (2007) podem
estar relacionados a producao de fatores de crescimento. Apds o fechamento
da ferida e eliminacdo dos microrganismos, os linfocitos compdem o
subsistema leucocitario mais abundante em feridas humanas (MANDELBAUM
et al., 2003, parte I; CARDOSO et al., 2004). Estas células sdo efetoras imunes

como também produtoras de fatores de crescimento.



29

Encerrando esta etapa, os anexos da pele (foliculos pilosos e glandulas)
ganham regeneracéo limitada e a coloragéo da cicatriz continua pélida, porque
a regeneracdo de melandcitos é deficiente (HATANAKA; CURI, 2007) e as
cicatrizes sdo hipovascularizadas considerando o0 desaparecimento de
neocapilares.

A maturacdo e a remodelagem da matriz extracelular constituem as
fases finais da cura de uma ferida, em que a cicatriz adquire a maxima
resisténcia ténsil. Esta fase de reparo tem como caracteristica marcante a
acelerada deposicdo de colageno no local da lesdo (MAGALHAES, 2007).

As ativinas e as BMPs (Proteina morfogenética Ossea) sdo outros
membros da familia do TGF-B que participam da re-epitelizacdo. Com a
evolucdo do processo, acentua-se a deposicdo de colageno e a maioria das
células desaparecem (observa-se a apoptose de fibroblastos e células
endoteliais), sendo finalmente formada a cicatriz (BALBINO, 2005).

Para Mandelbaum e colaboradores (2003, parte 1), dos fatores gerais
que interferem na cicatrizacdo, a idade, o estado nutricional do paciente, a
existéncia de doencas de base, como diabetes, alteracdes cardiocirculatorias e
relacionadas a coagulacao, aterosclerose, disfuncdo renal, quadros infecciosos
sistémicos e uso de drogas sistémicas interferem negativamente no processo
reparativo. Ainda, segundo o mesmo autor, outro fator externo que interfere de
forma negativa no processo de cicatrizacdo € o uso de curativos secos, Vvisto

que os curativos Umidos otimizam em cerca de 45% a cicatrizacao.

3.4 TERAPEUTICA NO TRATAMENTO DE FERIDAS

A farmacoterapia consiste no cuidado ou tratamento de saude realizada
a partir do uso de medicamentos. Durante muito tempo, o uso de plantas
medicinais foi o principal recurso terapéutico para cuidar dos problemas de
saude dos individuos, no entanto, com o avanco cientifico e tecnoldgico, os
medicamentos industrializados foram gradativamente introduzidos no cotidiano
das sociedades modernas (HENRIQUES; ALMEIDA, 2013).

O emprego de plantas medicinais para recuperacdo de doencas tem
evoluido ao longo dos tempos, abrangendo desde o uso de preparados mais
simples até as formas mais elaboradas. Dos medicamentos produzidos nos

paises de primeiro mundo, 60% sé&o originados de sintese, enquanto que 40%
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sao procedentes de recursos naturais (sendo destes, 30% de plantas e 10% de

animais e microrganismos) (BARRETO, 2011).

Com o progresso da farmacologia, as intervengbes nos cuidados as
feridas também evoluiram de modo significativo. Segundo Mandelbaum e
colaboradores (2003, parte Il), hoje no Brasil os principais recursos disponiveis
para o tratamento de feridas sdo: acidos graxos essenciais (podem ser
usados em todos os tipos de lesdo, nos diversos estagios do processo
cicatricial e também como preventivo); alginato de célcio (usado em feridas
superficiais, com perda parcial de tecido ou lesbes cavitarias, profundas,
altamente exsudativas, com ou sem infeccdo); antissépticos e degermantes
(usado na remocdo de residuos como fezes, restos de coberturas,
desodorizacéo); bandagens para compressao (Ulceras venosas de pernas e
linfoedemas); carvao ativado e prata (feridas infectadas, exsudativas,
superficiais ou profundas, fétidas); filmes semipermeéaveis (feridas secas,
queimaduras ou feridas com dano parcial de tecido); colageno biol6gico
(feridas em qualquer fase do processo de cicatrizacdo); fator de crescimento
celular (utlceras de dificil cicatrizacdo, com dano parcial, mas que tenham
adequado aporte sanguineo); hidropolimeros (feridas exsudativas, limpas, em
fase de granulacéo; feridas superficiais); hidrogel (feridas secas ou com pouco
exsudato, com necrose, visto que auxilia na remocdo de crostas);
hidrocoloides (feridas secas, com exsudato leve ou moderado, lesdes em fase
de granulacdo); enzimas proteoliticas (usadas em feridas de segunda
intencdo com ou sem a presenca de exsudato); sulfadiazina de prata (usada
em queimaduras, lesbes infectadas ou com tecido necrotico, conforme
prescricao); acetato de celulose permeavel ao vapor (mantém o meio umido,
tem permeabilidade seletiva); protetores cutaneos (tém a funcéo de proteger
a pele nas areas periostomais e regides adjacentes a feridas exsudativas e
fistulas ou nos processos de dermatite de contato por extravasamento de
liquidos); curativos com gaze (podem ser impregnadas ou ndo com agentes
emolientes, para evitar aderéncia e facilitar sua remocéo, evitando lesionar os
delicados tecidos em formacéo); além de novas tecnologias, como a matriz de
regeneracdo dérmica, biopolimeros do latex da seringueira e secrecao do

caramujo.
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Dentre as terapéuticas atuais para tratar feridas de segunda intencéao,
estd a Fibrase®. Este medicamento estad indicado no tratamento de lesdes
infectadas, tais como queimaduras, Ulceras e feridas onde a sua a¢ao conjunta
como agente debridante e antibiotico tOpico torna-se necessaria, beneficiando
o tratamento de infec¢des causadas por organismos que utilizam o processo de
deposicdo de fibrina como meio de protecdo (por exemplo, Estafilococos)
(FIBRASE, 2013). A sua formula contém de fibrinolisina e desoxirribonuclease,
enzimas liticas de origem bovina, e cloranfenicol, incorporados em base de
pomada suave e emoliente. A fibrinolisina € uma enzima litica que hidrolisa a
fibrina e exsudatos fibrinosos em subprodutos mais simples. A fibrinolisina nao
ataca enzimaticamente os tecidos saudaveis e ndo irrita a granulacdo do
tecido. Por isso, ndo ha acdes adversas sobre o processo cicatricial. O
cloranfenicol € um antibiético de largo espectro, cujo efeito € principalmente
bacteriostatico, através da inibicio da sintese proteica, interferindo na
transferéncia dos aminoécidos ativados do RNA soluvel aos ribossomos.

3.3 CURATELLA AMERICANA

Curatella americana L., uma Dilleniaceae, € uma arvore ou arbusto
tortuoso, perene lenhoso, medindo entre 6 e 10 metros de altura (BARBOSA,
2011). E uma planta angiosperma, que ocorre desde a América Central até a
Bolivia e em quase todo o territério brasileiro. Aflora entre os meses de Julho e
Novembro (LIMA, 2014).

Curatella am?ricana :

Fonte: http://www.umpedeque.com.br.
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Sua folha € tdo dura e &spera que parece lixa, pelo que é também
conhecida como “lixeira”, além de outros nomes populares como sambaiba-de-
minas-gerais, sambaiba, sambaiba-do-rio-sdo-francisco, caimbé, lixeira,
cajueiro-bravo, cajueiro-bravo-do-campo, cajueiro-do-mato, cambarba,
craibeira, penteeira, sobro e marajoara. Apresenta como caracteristica uma
casca grossa acinzentada que se desprega em placas. As folhas séo alternas,
ovuladas, com até 26 cm de comprimento, suavemente torcidas, quebradicas,
de cor verde claro e superficie muito aspera (CARVALHO, 2010). Esta planta é
amplamente utilizada na medicina popular, praticamente em sua totalidade.
Infusdes das folhas e do caule séo utilizadas para a artrite, diabetes, e para
baixar a pressdo sanguinea. Folhas cozidas s&o utilizadas para mitigar
erupgodes de pele, para feridas, e a agua para “purificar” o sangue. “No Brasil é
utilizada para tratar a inflamacéo e distlrbios gastrointestinais, e na Colémbia
para a hipertensao” (LIMA, 2014).

Quanto a prospeccao fitoquimica das folhas de Curatella americana,
Barbosa (2011) identificou como principais metabolitos secundarios presentes
no extrato em diclorometano das folhas de Curatella americana: flavonoides,
agliconas antraquindnicas, triterpenos, esteroides e taninos.

Em outra analise fitoquimica do extrato bruto etandlico da Curatella
americana, foi detectada a presenca de fendis, taninos, acucares redutores,
saponinas, depsideos e depsidonas, esteroides, triterpenoides e alcaloides, 0s
quais apresentam ampla atividade biolégica, como anti-inflamatério, analgésica
e antimicrobiana (HENRIQUES; ALMEIDA, 2013).

O extrato hidroalcodlico da casca mostrou atividade anti-inflamatoéria e
analgésica, enquanto que o extrato cloroférmico antinociceptiva (USTULIN,
2008).

Estes resultados abrem espacgo para se investigar o uso desta planta
como anti-inflamatdria, e tendo em vista a presenca de taninos, poderia se
esperar também efeito antidiarreico, anti-hemorragico e promotor da
cicatrizagdo de feridas, assim como atividades antioxidante, antibacteriana,
antiviral e analgésica, associadas aos compostos fenodlicos (CARVALHO,
2010).
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Figura 3 — Imagens da Curatella americana. (A) Arvore inteira. (B) Tronco, de onde se retira a
casca para a obtencao do extrato hidroalcodlico e do extrato cloroférmico. (C) Folhas, usadas
L extracéo hidroalcodlica e metandlica. (D) Flor.
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Fonte: http://www.umpedeque.com.br.

3.4 COSTUS SPICATUS

A Costus spicatus (Zingiberaceae), comumente chamada de Cana do
Brejo no Brasil, € uma planta medicinal encontrada em florestas Umidas
costeiras. E uma planta herbacea, de haste dura, com folhas alternas,
invaginantes, verde-escuras, com bainha pilosa e avermelhada nas margens.
Suas flores sdo amarelas com bracteas cor-de-carmim (BARRETO, 2011).

O rizoma desta planta é usado para o tratamento de males da bexiga e
uretra e para expulsar pedras nos rins. A infusdo das partes aéreas € utilizada
para tratar resfriados, faringite, disenteria e diarreia (SILVA; BERNARDO;
PARENTE, 2000).

Os flavonoides e compostos fendlicos estdo presentes em grande
quantidade na planta provendo-lhe de propriedades antimicrobianas e anti-
inflamatodrias (AZEVEDO, 2013). A presenga de tanino conferiu a planta agéo
cicatrizante de feridas e anti-inflamatdria em ensaio in vivo (COSTA, 2010). O
extrato aquoso além da atividade anti-inflamatéria demonstrou atividade
antiedematogénica in vivo (BARRETO, 2011).
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Em pesquisa realizada por Barreto (2011), para estabelecer os
beneficios do uso do extrato aquoso de Costus spicatus, 0 mesmo verificou a
presenca de polifendis, tendo ainda determinado a baixa toxicidade da planta

No seu uso por via oral em camundongos Swiss.

Figura 4 — Imagem de Costus spicatus in natura com (A) haste. (B) folha. (C) flor.
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Fonte: http:// www.newenglander.smugmug.com.

3.5 GEL CREMOSO

Dentre as bases para o preparo de férmulas semissélidas, uma das mais
utilizadas é o gel cremoso (FNFB, 2012), que é uma base indicada para todos
os tipos de pele. Os géis na sua forma base apresentam baixa ocluséo,
podendo, portanto, ser utilizados para a incorporacdo de agentes anti-
inflamatorios, antimicrobianos, anti-histaminicos, assim como para o tratamento
da acne e de rosaceas. Sdo constituidos primordialmente por uma base
aguosa e por esta razdo, sdo pouco absorvidos pela pele quando comparados
as preparagcdes com constituigdo gordurosa (LOURENCO, 2013). A
incorporacdo de constituintes lipidicos (com baixa emoliéncia) a esta forma
base, constituindo assim o gel cremoso, torna a aplicagdo ainda mais ampla,
atrelando o efeito sensorial do gel a capacidade de permeacdo melhorada
pelos constituintes graxos. Deste modo, 0s principios ativos/extratos

incorporados terdo mais chance de agir em camadas mais profundas da pele,
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onde o efeito farmacologico seja necessario e ainda assim, garantir

caracteristicas sensoriais favoraveis.

Dentre outras vantagens da forma semissolida gel cremoso, estéo:
Facilmente removiveis;
Propriedades emolientes leves;

Incorporacéo de ativos/extratos com manutencdo da viscosidade dentro de

uma ampla faixa de concentracao;

Hidrossolubilidade;

Aspecto agradavel;

Secagem rapida;

Facil aplicacédo e remocao;

Capacidade de receber ativos hidro ou lipofilicos;
Pouco oclusivos;

Modo de preparo simples;

Refrescéancia,;

Baixo material residual.

Baixo custo

Na férmula constante no Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira

(2012), esta forma esta constituida por:

e Polyacrylamide-C13-14 Isoparaffin-Laureth-7 (SEPIGEL®) - polimero
espessante liquido e estabilizante aniénico (autoemulsificante), pré-
neutralizado e com elevada estabilidade;

e Metil e Propilparabeno — conservantes antimicrobianos;

e Propilenoglicol — umectante, espessante, solvente;

As emulsdes preparadas com Sepigel® apresentam uma textura

delicada, leve e agradavel de espalhar sob a pele, penetrando rapidamente e

deixando a pele macia, sem pegajosidade ou residual oleoso.

Sepigel é um polimero que, quando ha adiciona 4gua ao produto, a

emulsdo se inverte, promovendo o inchamento do polimero, e formando,

instantaneamente, uma rede polimérica que irA promover o espessamento do

meio e se estabilizar em poucos segundos. Esse tipo de polimero permite a
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producdo de emulsdes a frio com agitacdo moderada, simplificando o processo
de producéo (SEPIGEL, 2015).
Finalmente, com relacdo ao seu perfil reolégico os produtos formulados

com Sepigel apresentam caracteristicas que facilitam sua utilizacao:

e Na&o-tixotropico, recupera sua viscosidade instantaneamente quando
se interrompe o processo de agitacao;

e Tem bom perfil de escoamento, sendo facil de ser envasado e
retirado das suas embalagens;

e Tem boa resisténcia as variacdes de temperatura e a agitacdo, o
qgue permite flexibilidade de adaptacédo do processo e garante a estabilidade da

formulacdo durante o armazenamento e transporte.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 TIPO DE ESTUDO

Este estudo teve carater experimental, exploratério, com aplicacdo de
campo de natureza quali-quantitativa, baseada na avaliacdo da atividade
farmacoldgica de Curatella americana e Costus spicatus no estimulo ao

processo de reparacao tecidual.

4.2 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi submetido & avaliacdo do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA)/ da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP), sendo o
estudo realizado de acordo com os Principios Eticos de Experimentacéo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
em concordancia com a Lei Federal n° 11.794, de 08 de outubro de 2008, que
estabelece procedimentos para uso cientifico de animais. Os ensaios foram
realizados nos Laboratérios de Toxicologia e Farmacos do Curso de Farmacia

da UNIFAP. O termo de aprovacéao esta disposto no Anexo I.
4.3 AMOSTRA

4.3.1 Animais

Os ensaios in vivo foram realizados com 90 camundongos da linhagem
Albino (Swiss), adultos, com peso entre 28 e 56 g (com média de 39,22 + 7,10
g), provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas e mantidos em
condicBes ambientais controladas (22°C + 0,5°C; Umidade Relativa de 40-60%)
sendo fornecida racéo solida peletizada (LABINA) e agua ad libitum, com ciclos

de claro/escuro alternados de 12 horas, em ambiente controlado.

Os animais foram distribuidos em grupos e mantidos em caixas de
polipropileno, com tampa de grade metalica, onde se dispunha a mamadeira de
agua e a racao. No decorrer do ensaio ndo se utilizou maravalha para que néo
houvesse aderéncia e possivel contaminacdo das feridas, sendo a mesma
substituida por papeldo, havendo ainda o cuidado de limpa-las diariamente. Os

animais foram cuidadosamente observados para verificar o seu estado geral,
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sobretudo nutricional e de limpeza, assim como quaisquer aspectos que

pudessem interferir no pleno andamento do experimento.

4.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O estudo foi construido com 6 grupos, sendo estes: o0 medicamento de
referéncia (Fibrase®) (controle positivo), o controle negativo (Gel cremoso
base), e os outros quatro, os tratamentos a serem testados (GECa, GECs, ECa
e ECs). Para cada grupo foram utilizados 15 animais, subdivididos em 3
subgrupos (n=5) de acordo os periodos de tempo avaliados (7, 14 e 21 dias).

Os grupos ficaram assim configurados:

Grupo 1 - Controle positivo (Fibrase®) — usualmente utilizado como
tratamento de feridas, foi aplicado em quantidade suficiente para cobrir a ferida,
diariamente a cada 12 horas, aplicacdo topica no local da ferida com auxilio de
um bastéo de vidro.

Grupo 2 - Controle negativo (Gel cremoso base) — Gel cremoso
preparado sem extratos, aplicado em quantidade suficiente para cobrir a ferida
no regime de 12/12 horas, no local da ferida com o auxilio de um bastao de
vidro.

Grupo 3 - Solucdo de Curatella americana (ECa) — Solugdo com
extrato liofilizado de Curatella americana, aplicado na quantidade de 15pL
diariamente a cada 12 horas sobre a ferida com auxilio de uma pipeta.

Grupo 4 — Solucao de Costus spicatus (ECs) — Solugcdo com extrato
liofilizado de Costus spicatus, aplicado na quantidade de 15uL a cada 12 horas
sobre a ferida com auxilio de uma pipeta.

Grupo 5 — Gel cremoso de Curatella americana (GECa) — Gel com
extrato liofilizado de Curatella americana, aplicado em quantidade suficiente
para cobrir a ferida, com auxilio de bastdo de vidro, diariamente a cada 12
horas.

Grupo 6 — Gel cremoso de Costus spicatus (GECs) — Gel com extrato
liofilizado de Costus spicatus, aplicado em quantidade suficiente para cobrir a

ferida, com auxilio de bastao de vidro, diariamente a cada 12 horas.
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Figura 5 — Tratamentos utilizados — Gel cremoso contendo Extrato de Curatella americana
(GECa) (1), Extrato aguoso de Curatella americana (Eca) (2), Gel cremoso contendo extrato de
Costus spicatus (GECs) (3) e Extrato aquoso de Costus spicatus (ECs) (4).

Fonte: Propria.

4.5 COLETA E CLASSIFICACAO DOS VEGETAIS

O local da coleta das partes aéreas de Curatella americana (latitude:
00°9'75.251”, longitude: 51°8°'57.673”) e das amostras de Costus spicatus
(latitude: 00°2’41.821”, longitude: 51°2’57.253”) foram marcadas por um
medidor de posic¢ao global (GPS modelo Garmin nuvi 40), e as exsicatas foram
depositadas no Herbéario da Universidade Federal do Amapa, sob os registros
de nimero 460 e 010266, respectivamente.

4.6 PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS HIDROETANOLICOS

ApoOs a coleta, os materiais vegetais foram secos em estufa de ar
circulante a temperatura de 40°C, para impedir a acdo enzimatica e, assim,
evitar a alteracdo dos compostos quimicos originalmente presentes no vegetal.

Posteriormente, o material foi pulverizado em moinho até a obtencdo de um po
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fino, ao qual foi adicionado uma solucao hidroetandlica a 70% na proporcéo de
1:3 p/v (p6: solvente). A mistura foi, entdo, agitada manualmente por cinco
minutos a cada duas horas durante 12 horas e logo depois, esta foi filtrada em
funil de vidro simples com algodao por trés vezes consecutivas. O extrato bruto
foi concentrado em evaporador rotativo (IKA® RV 05 basic) a temperatura de
50°-55°C para a eliminacdo do solvente, sendo em seguida submetido ao
processo de liofilizacdo a fim de se obter o extrato seco para posterior

incorporacao as férmulacdes que foram utilizadas.

4.7 PREPARACAO DAS FORMULACOES ESTUDADAS

A preparacdo das formulacbes estudadas foi feita tomando-se como
base a férmula base do gel cremoso (FNFB, 2012). A sua composicao e
preparo estdo apresentadas no Anexo 2. A solugdo conservante de parabenos
utilizada esta discriminada no Anexo 3.

A composicdo das solucdes extrativas utilizadas partiu da seguinte

formula base:

Solucdo conservante de ParabenOs.............eiiiieieerieeeeiiiiire e e e e e, 3,39
Extratos vegetais liofilizad0S.............ccoooeiiiiiieeeccee 0,49
AQUA AESHIATAL ... e, 96,3 ml

Com excecdo da Fibrase®, as demais formulagdes utilizadas no
experimento foram produzidas no Laboratério de Toxicologia do Curso de
Farmécia da UNIFAP.

Segundo a bula do produto (FIBRASE, 2014), cada grama de Fibrase®,
contém:

e O equivalente a 1 U (Loomis) de fibrinolisina, 666 U de
desoxirribonuclease e 10 mg de cloranfenicol;
e Excipiente: Petrolato base;

Para as demais composic¢des a descricdo estd detalhada no quadro abaixo:
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Quadro 1 - Constituintes em gramas (g) da formulas utilizadas nos grupos experimentais

Composicao GECb ECs ECa GECs GECa
Sepigel® 20g - - 2,09 2,09
Sol. De parabenos 1,659 1,659 1,65¢ 1,659 1,659
Ext. Liofilizado - 0,29 0,29 0,29 0,29
Agua dest. gsp. 46,35 g 48,15¢ 48,15¢g 46,159 46,159

4.8 PROCEDIMENTO CIRURGICO

4.8.1 Anestesia

Os animais foram inicialmente pesados e separados em gaiolas com
prévia identificacdo de acordo com os tratamentos aplicados. Conhecido o
peso dos animais, foram realizados os céalculos para o processo anestésico que
antecedeu a producao da ferida. A solucéo anestésica foi preparada conforme
preconizado por Massone (2011), através da mistura de cloridrato de ketamina
a 5% e cloridrato de xilazina a 2%, diluidas na propor¢éo de 1:1. A partir desta
solucéo, foram calculadas a dose individual de cada animal obedecendo a
proporcdo de 0,2 ml da referida mistura para cada 100 g de peso animal,
injetadas no peritdnio da regido ventral. Apés um periodo de laténcia média de
sete minutos, foi verificada a prostracdo completa de cada animal, confirmada
pela diurese espontanea comumente apresentada, respiracdo superficial e

acelerada, e abolicao total de reflexos palpebrais.

4.8.2 Tricotomia e producéo da ferida cutanea

Os animais ja anestesiados foram mantidos em decubito ventral, e em
seguida foi realizada a tricotomia manual do dorso com a ajuda de um aparelho
elétrico de depilacdo. Foi realizada a antissepsia com solu¢do de digluconato
de clorexidina a 2% e gaze, sendo em seguida o campo operatério delimitado
com o uso de uma gaze. Com auxilio de um “PUNCH” metalico (diametro= 6
mm), foi demarcada e delimitada uma area na regido dorsal do térax para a
remocado de um segmento circular de pele, expondo as fascias musculares,
através de excisao cirurgica de um fragmento de pele com o auxilio de uma
tesoura de Metzenbaum, padronizando desta forma o tamanho da ferida, e
atentando-se ao fato de que todas as camadas fossem removidas, restando

apenas a musculatura subjacente (Figura 6).
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Planimetria digital — Todos os animais tiveram suas lesGes fotografadas
por camera digital, mantida em tripé a distancia constante de 20 cm, para fins
de controle. A avaliacdo da cicatrizacdo foi realizada em todos os animais
mediante a mensuracdo da area de retracdo do ferimento com o auxilio do
paquimetro digital (Figura 6), medindo-se o diametro horizontal e vertical,
tomando a posi¢cao dorsal como referéncia, tendo assim a medida do maior e
menor didmetro para célculo da é&rea total da ferida inicial e nos periodos de 7,

14 e 21 dias do processo de cicatrizacao.



Tricotomia

Figura 6 — Etapas do processo cirargico e mensuracgdo da area de ferida 43

Fonte: Propria.
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4.9 OBTENCAO E PROCESSAMENTO HISTOTECNICO DOS ESPECIMES

Apés a eutanasia dos animais, foi realizada a coleta das amostras
teciduais a partir da area de cicatrizacdo. Para tal, as feridas foram removidas
por excisdo cirdrgica com margem de seguranca de 10 mm em toda sua
extensdo, com o auxilio de lamina de bisturi n° 15, montada em cabo n° 3,
pinca de Adisson e tesoura de Metzenbaum. As pecas, para analise
histopatolégica, foram fixadas em formol tamponado a 10% por 24 horas. Em
seguida, o material foi desidratado em concentracdes crescentes de etanol e
processados para inclusdo em parafina. Os blocos resultantes de parafina
foram cortados em 2.5 um (micrometros) de espessura, sendo posteriormente

corados com hematoxilina e eosina para apreciacao.

O preparo e analises histopatoldgicas foram realizados pelo Laboratério
de Patologia Animal (LABOPAT), da Universidade Federal Rural da Amazo6nia
(UFRA).

4.10 AVALIACAO DAS FERIDAS

4.10.1 Avaliagdo macroscopica das feridas

Esta avaliacdo foi realizada em todos os animais no dia da eutanasia.
Foram avaliados quanto a auséncia ou a presenca das seguintes
caracteristicas: infeccdo; halo hiperémico em torno da ferida; formacdo de
crosta; borda necrética e fundo sangrante. A contracdo foi avaliada mediante
calculo da éarea da ferida, pela afericdo dos diametros maior e menor, com
auxilio de um paquimetro digital, sendo utilizada seguinte equacdo matematica

proposta por PRATA et al. (1988) para caracteriza-la:

A=n.R.r

Onde "A" representa a area, "R" o raio maior e "r" o raio menor da ferida.
O calculo do percentual de contracdo (GRi) foi expresso através da equacgao

matematica sugerida por Ramsey et al. (1995), onde Ao representa a area

inicial da ferida e Aj area final da ferida:

Ao — Ai 100
Ao

GRi=
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Calculou-se ainda a taxa média de reparacdo da ulcera (TRm), que
denota quantos mm? a area da Ulcera diminuiu num dado intervalo de tempo

(entre t1 e t2), sendo expressa em mm?/dia e definida pelo seguinte quociente:

A(tz) — Alt1)
tz — 11

TRmMm=—

Onde A(t1) e A(tz) sdo as areas da Ulcera nos tempos t1 e tz,

respectivamente, sendo t2 > ti.

A eficacia (E) de um dado tratamento foi calculada no dia 21, sendo
definida em funcdo do grupo Controle e expressa em termos percentuais
conforme a seguinte expressao:

E - GRZI{T} - GRE]_{C} . 100

GR21(C)

Onde GR21(C) e GR21(T) correspondem a meédia do grau de reparacao
verificada no dia 21 nos grupos controle (GECb) e grupo tratamento,

respectivamente.

4.10.2 Avaliagao microscopica das feridas

Para evitar vieses, a avaliagdo histopatoldgica foi realizada sem o
conhecimento da identificacdo dos grupos pelo analista. As informacdes
obtidas a partir da observacdo microscépica foram classificadas de acordo com
a intensidade em que foram encontradas e transformadas em variaveis
quantitativas para cada achado histolégico, sendo assim classificados de

acordo com a sua ocorréncia/intensidade:

Proliferacdo vascular — foi considerada ausente, quando ndo se
evidenciou vasos no corte histologico; discreta, quando foram visiveis poucos

vasos esparsamente situados, de forma isolada no contexto; moderada,
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quando apareceram com maior frequéncia e dispersos no campo Optico e
acentuada, quando evidenciados com grande frequéncia, dispostos em todo o

contexto.

Células mononucleares — foram classificadas em ausente, quando
estas células ndo foram visualizadas no campo Optico; discreta, quando
evidenciadas de forma isolada, possibilitando distinguir &reas livres de
infiltrado; moderada quando apareceram com maior frequéncia, constituindo
agregados densos, mas possibilitando visualizar areas livres de infiltrado; e
acentuada, quando as células foram evidenciadas com grande frequéncia,

constituindo agregados densos e justapostos, sem areas livres de infiltrados.

Células polimorfonucleares — foram classificadas em ausentes,
gquando ndo foram visualizadas no campo O6ptico; discretas, quando foram
visiveis esparsamente, de forma isolada, com muitas areas livres de infiltrados;
moderada, quando foram visiveis formando agregados, porém com areas
adjacentes livres de infiltrados; acentuada, quando estas células apareceram
com grande frequéncia, formando agregados densos, sem areas livres de

infiltrados.

Proliferacdo fibroblastica — foram classificadas em ausente, quando
nao se evidenciou proliferacdo de fibroblastos; discreta, quando houveram
fibroblastos proliferados esparsos em meio ao tecido conjuntivo frouxo;
moderada, quando houve moderada quantidade de fibroblastos proliferados,
constituindo pequenos feixes celulares multi-direcionalmente; e acentuada,
quando houve grande quantidade de fibroblastos proliferados constituindo

agregados compactos de células arranjadas multi-direcionalmente.

Colagenizacdo - classificou-se como ausente, quando ndo foram
observadas fibras coldgenas depositadas; discreta, quando a deposi¢cdo de
fibras colagenas deu-se em pequena quantidade, caracterizadas por fibras
depositadas em meio aos fibroblastos proliferados; moderada quando a
deposicdo de colageno formou feixes de fibras eosinofilicas, espessas,
intercaladas com areas de tecido conjuntivo frouxo e fibroblastos proliferados; e
acentuada, quando houve grande deposicéo de fibras colagenas, constituindo
feixes de fibras eosinofilicas espessas, compactamente arranjadas em meio a

fibroblastos proliferados e sem areas de tecido conjuntivo frouxo.



47

Reepitelizacdo — classificou-se como ausente, quando néo foi visivel
epitélio no campo o6ptico; discreto ou moderado, quando apareceu de forma
incompleta ou parcial; acentuada, quando foi visivel de forma total ou completa
sobre o tecido conjuntivo.

Os dados coletados foram registrados em fichas individuais para cada
animal. A avaliacdo dos resultados microscopicos foi adaptada de esquema
estabelecido por Myers et al. (1961), onde as intensidades das variaveis (0 a 4)
foram multiplicadas por fatores + ou - baseados na sua importancia para a
cicatrizacdo. A soma destes produtos corresponde ao escore total para cada

animal. O esquema de avaliagdo deu-se da seguinte forma:

Quadro 2 — Escores para caracterizacao do processo de cicatrizacao.

Variaveis 0 +1 +2 +3 +4 Fator | Total
Ausente | Discreto | Moderado | Espessa | Acentuada
Neutrdfilos -10
Eosinofilos -4
Inflamacdo aguda -4
Inflamacao +2
cronica
Reepitelizacdo +5
Proliferacdo +5
Fibroblasticas
Proliferacdo +5
vascular
Tecido de +5
granulacdo
Colagenizacéo +10
ESCORE TOTAL

Fonte: Myers et al. (1961)

4.11 CICLO DE EUTANASIA E DESTINACAO DOS ANIMAIS UTILIZADOS

Os animais, de acordo com a cronologia dos experimentos, ou seja, nos
dias 8, 15 e 22, foram eutanasiados em camara saturada com COz, disposta no
Laboratério de Farmacos da Universidade Federal do Amapa.

Os animais foram submetidos a eutanasia em camara de CO:2. As
carcacas dos animais foram descartados com os residuos bioldgicos da
UNIFAP através de uma empresa especializada (TRATALIX) para posterior

incineragéo.
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4.12 ANALISE ESTATISTICA

Para analisar os dados obtidos nos resultados utilizou-se o programa
GraphPadPrism® 5. Inicialmente foi realizada a estatistica descritiva dos dados,
sendo calculados os valores maximos e minimos, a amplitude, além da média e
o desvio padrdo. Os dados da andlise macroscépica foram tabulados e
analisados através da analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey-Kramer, com nivel de significAncia estatistica de 5% (p<0.05) para

estabelecer as variacdes encontradas dentre e entre os grupos estudados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 AVALIACAO MACROSCOPICA

A progressédo temporal do ponto de vista macroscopico sucedeu com a
reducdo continua da ferida e com poucos fatores de que o desfavorecam,
como, por exemplo, o aparecimento de crosta na extremidade da ferida, o que

reduz a forca ténsil de aproximacéo das bordas (Tabela 1).

Foram observadas diferencas notérias entre os tratamentos nos 7
primeiros dias de tratamento. Neste intervalo de tempo ocorreu uma
exacerbacdo do processo inflamatério em todos os grupos. De forma
consistente com a fase inflamatéria da cicatrizacdo, os grupos GCp e GECb
apresentaram evolugdo com ferida de aspecto limpo e seco, sendo observado
0 aparecimento de crosta na maioria das feridas dos animais tratados. Este
achado corrobora com os resultados de Sousa et al. (2009), no qual a atividade
cicatrizante do Cloranfenicol associado com a Colagenase no qual apos o
oitavo dia a lesdo apresentava auséncia de secrecao, sensibilidade ao toque,
presenca de tecido de granulacdo em todo leito da ferida (Figura 7), além de
contracdo da area cruenta. Por outro lado, os mesmos autores afirmam que a
pomada a base de colagenase e cloranfenicol ndo promoveu o aparecimento
de crostas, o que ndo condiz com os resultados apresentados nos primeiros 7
dias de tratamento com Fibrase®. No GECb, algumas feridas apresentaram
crosta na regidao central, ndo houve ocorrendo nas bordas, o que ainda assim
nao interferiu na regressdo da ferida, pois ndo alterou a forca ténsil do
processo de cicatrizacdo, forca esta que corresponde a atividade dos
miofibroblastos no processo de aproximacédo das margens da ferida, forcando
as fibras de coldgeno a se sobreporem e se entrelacarem (PAGANELA et al.,
2009), sendo esta atividade contrétil responsavel pelo fechamento das feridas
apos as lesées (RAMALHO et al., 2003).

Nos demais grupos, foram observadas as seguintes caracteristicas: o
grupo ECa, apresentou uma reducéo de ferida inferior aos demais grupos, na
observacédo macroscopica foram notados o aparecimento de crosta nas bordas
e centro da ferida com afundamento e fundo fridvel (sangrante) (Figura 7a), o
que pode estar associado a menor intensidade na cicatrizacdo no periodo

inflamatorio. Em contrapartida, o GECa, apesar de apresentar o melhor
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resultado na contracdo de ferida no periodo inflamatorio, também apresentou
em menor quantidade, o aparecimento de crosta (Figura 7b).

Mediante a observacdo do processo de cicatrizacdo, os resultados mais
promissores foram apresentados nos grupos ECs e GECs (Figura 8), que
apresentaram uma aceleracdo da etapa inflamatdria, com intensa presenca de
tecido de granulacédo caracterizado pela formacdo e crescimento de tecido
vascular (neoangiogénese) pelas células endoteliais dos vasos sanguineos e
uma matriz rica em colageno secretada pelos fibroblastos. Com frequéncia tém
a aparéncia de pequenas massas hodulares vermelhas, translucentes e
aveludadas, com evolucao rapida no processo de cicatrizacdo (Figura 7c). O
tecido de granulacdo consiste inicialmente de vasos sanguineos invasores,
fibroblastos e seus produtos, como colageno fibrilar, elastina, fibronectina,
glicosaminoglicanas sulfatadas e ndo sulfatadas e proteases (OLIVEIRA; DIAS,
2012).

No segundo periodo do processo cicatricial, que corresponde ao
intervalo entre o 8° e 14° dias, referenciado como a etapa proliferativa, foi
comum aos grupos a presenca de feridas de aspecto limpo, sem aparecimento
de crosta e com presenca de tecido de granulacdo (Figura 8). Segundo
Mandelbaum (2003), a proliferagédo € a fase responsavel pelo “fechamento” da
ferida propriamente dito. Segundo este autor, esta fase é subdividida em:
reepitelizacdo, que consiste na migracao de queratindcitos ndo danificados das
bordas e dos anexos epiteliais pela extensdo da ferida; fibroplasia, que é
extremamente importante na formacdo do tecido de granulagéo; e
angiogénese, essencial para o suprimento de oxigénio e nutrientes para a
cicatrizacao.

Contudo, dois grupos devem ser analisados mais detalhadamente, o
primeiro é o grupo ECa, que apresentou o periodo proliferativo mais efetivo
dentre os tratamentos testados, tornando-se relevante quando comparados
com o grupo GCp no qual apenas um animal ndo apresentou a ferida
totalmente oclusa. Outro tratamento que apresentou um resultado divergente
foi 0 GECa, que exibiu uma contracao inferior das bordas, fato este associado
ao aparecimento de crosta na ferida, que interfere na forca ténsil de
aproximacéo das bordas. Além disso, um animal deste grupo apresentou fundo

sangrante na ferida. No decorrer deste periodo os grupos ECs e GECs
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apresentaram um resultado relevante quanto a cicatrizacdo das feridas, com
caracteristicas nitidas do periodo de remodelagcdo, caracterizado pela
diminuicdo progressiva da vascularizagdo, dos fibroblastos, aumento da forga
ténsil e a reorientacdo das fibras de colageno (Figura 8). A medida que as
estruturas sofrem maturacdo, o volume da cicatriz diminui gradualmente e a
coloracéo da ferida passa do vermelho para o r6seo pélido que caracteriza o
processo cicatricial (BLANCK, 2008).
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Tabela 1 — Caracteristicas Macroscopicas apresentadas pelos diferentes grupos quanto ao processo cicatricial — Grupo controle positivo (GCp), Grupo Gel
cremoso base (GECb), Solugéo contendo Curatella americana (ECa), Solugcdo contendo Costus spicatus (ECs), Gel cremoso contendo extrato de Curatella
americana (GECa) e Gel cremoso contendo extrato de Costus spicatus (GECS).

TRATAMENTO GCp GECb ECa ECs GECa GECs
Aspecto limpo e  Aspecto limpo e Aparecimento de  Intensa presenca Aspecto limpo e seco.  Presenca intensa de
seco, presenca  seco. Presencade  crosta nas bordas de tecido de Aparecimento de tecido de granulacao,
0—7 dias de tecido de crosta na regido e centro da ferida granulagéo, crostas em pequena caracterizad_o pela
granulacao. central. com afundamento caracterizado por guantidade. neovascularizacao
e fundo friavel neovascularizagédo (angiogénese).
(sangrante). (angiogénese).
Aspecto limpo e  Feridas de aspecto  Feridas de Ferida apresentou Feridas de aspecto Ferida apresentou
seco, com limpo, sem aspecto limpo, diminuico limpo, sem diminuicdo progressiva
feridas em aparecimento de sem progressiva da aparecimento de da vascularizagéo,
franca crosta. aparecimento de  vascularizagéo, crosta e com presenga aumento da forga ténsil
progresséo para crosta e com aumento da forca de tecido de e aceleracdo do
8 — 14 dias oclusdo da presenca de ténsil e aceleracdo  granulacéo e processo de
leséo. tecido de do processo de aparecimento de aproximacéo das
granulacao. aproximacéo das crosta nas bordas. bordas, e cicatriz de
bordas, e cicatriz aspecto roseo palido.
de aspecto réseo
palido.
Feridas Feridas Feridas limpas e Feridas limpas e Feridas limpas e com Feridas limpas e com
apresentaram- apresentaram-se com lesbes com lesbes oclusas lesdes oclusas na lesdes oclusas na
se limpas e com limpas e com oclusas na na totalidade dos guase totalidade dos totalidade dos animais
15 - 21 dias lesbes oclusas lesBes oclusas na totalidade dos animais tratados. animais tratados. tratados.

na totalidade
dos animais
tratados.

gquase totalidade
dos animais
tratados.

animais tratados.
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Ao final dos 21 dias de tratamento, todos os grupos tiveram com relacao
ao Grau de reparacao média (GRm) resultados satisfatérios, sendo em média
de 98% para o GECb, 99% para o GECa, e 100% para os demais grupos.
Quanto as observacdes macroscopicas, as feridas apresentaram-se limpas e

com lesdes oclusas na quase totalidade dos animais tratados (Figura 8).

Figura 7 — Camundongos que apresentaram feridas com agravamento da ulceragéo (A), fundo sangrante (B) e
tecido de granulagéo (C).

Fonte: Propria



Figura 8 — Evolucao do processo de cicatrizagao nos periodos de 0 (D0), 7 (D7), 14 (D14) e 21 (D21) entre os diferentes grupos experimentais:
Grupo controle positivo (GCp), Grupo Gel cremoso base (GECb), Solugéo contendo Curatella americana (ECa), Solugdo contendo Costus spicatus
(ECs), Gel cremoso contendo extrato de Curatella americana (GECa) e Gel cremoso contendo extrato de Costus spicatus (GECS). 4

e

Fonte: Propria




55

Avaliando-se a evolucéo das feridas nos intervalos de tempo analisados,
e tomando-se como referéncia o dia zero, ou seja, logo apos a confec¢cédo da
ferida, foram calculados para cada grupo estudado os indices GCp, GECD,
ECa, ECs, GECa e GECs, o GRm e o TRm, descrito anteriormente na
metodologia. Na tabela 2 estdo apresentados os dados referentes ao Grau de
reparacdo média (%) e Taxa de reparacdo média diaria das lesGes (mm?/dia)
ao longo dos 21 dias de tratamento em trés periodos de tempo analisados (0 a
7, 8 a 14 e 15 a 21 dias), onde foi tomado como referéncia o grupo controle
GECDb, nas diferentes fases de avaliacéo.

No grupo referéncia, cujo tratamento foi realizado com Fibrase®, o valor
da amplitude na reducéo de feridas para os primeiros 7 dias de tratamento foi
de A= 33,10%, com média de 36,54% + 13,44%, havendo no decorrer do
tempo uma evolucao notoria, confirmada através de andlise estatistica. Nos 14
dias de tratamento seguintes, a média foi de 76,62% + 7,98%, chegando ao
final dos 21 dias de tratamento, com uma reducéao total da leséo (100,00% =+
0,00%), e quando comparada com a com o GECp, apresentou significancia
estatistica (p<0,05) (Tabela 2).

Neste tratamento, foi realizado também a TRm, no decorrer dos
primeiros 7 dias (1,83 + 0,81 mm?/dia), sendo a reducéo algo maior do que nos
periodos posteriores, 14 (1,74 + 0,33 mm?/dia) e 21 dias (1,62 + 0,11 mm?/dia).

No grupo em que o tratamento utilizado foi o gel cremoso base (GECDb)
os resultados também foram positivos ao longo dos periodos experimentados,
com amplitude na cicatrizacdo do ferimento dos camundongos nos 7 primeiros
dias de tratamento (A=23,72%) superior aos periodos de 14 (A=11,42%) e 21
dias (A=4,28%). Este achado demonstra a diferente evolucao fisiopatolégica
entre os animais estudados no processo de reducao de feridas, sobretudo no
estagio inflamatério. O tratamento apresentou-se menos eficaz na fase
inflamatoria, que corresponde aos 7 primeiros dias de tratamento (26,85% =+
9,99%), tendo uma reducdo diaria da ferida de 1,36 + 0,57 mm?/dia. J& ao final
dos 14 dias de tratamento, que corresponde a fase de granulacdo da
cicatrizacdo, o0 GECb apresentou um resultado mais expressivo tendo uma taxa
de reducéo diaria da ferida de 1.84 + 0.41 mm?/dia e GRm de 77.81% + 6.09%.
Jéa ao final do tratamento, apos 21 dias, que é a fase de remodelacéo, a taxa de

reducdo da ferida apresentou-se inferior a fase anterior (1.51 + 0.15 mm?/dia),
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o que refletiu na cicatrizacdo incompleta da ferida em alguns camundongos
(98.14% + 2.19%).

No grupo teste em que foi utiizado o ECa, os trés periodos de
tratamento apresentaram uma progressiva de cicatrizagcdo, com amplitude de
15,86% e 10,47%, nos periodos entre 0 e 7 e 8 e 14 dias, respectivamente, no
que se refere ao grau de reparacdo de ferida, e amplitude O dentre os
camundongos avaliados no ultimo intervalo, visto que tiveram cicatrizagdo
completa no periodo anterior. Na fase inflamatoria, este tratamento apresentou-
se pouco representativo, com um GRm (13,98% + 6,13%), com uma TRm de
ferida de 0,66 + 0,27 mm?/dia, no entanto, na fase de granulagéo, houve uma
significativa aceleragcdo do processo de cicatrizagdo com GRm de 81,61% =+
4,54%, e TRm de 1,70 + 0,29 mm?/dia. Na fase de remodelacédo, a reducéo
prosseguiu a cicatrizacdo com uma TRm 1,54 + 0,13 mm?dia até a total
cicatrizacéo da ferida (100,00% + 0,00%), e quando comparada com a com 0
GECp, apresentou significancia estatistica (p<0,05) (Tabela 2).

O grupo tratado com ECs apresentou uma evolu¢do temporal na
cicatrizacdo bastante aguda. A amplitude entre as amostras apresentou uma
disparidade muito relevante no periodo inflamatério do tratamento (A=26,92%),
0 que ja ndo foi notado no seguinte periodo, cuja diferenca tornou-se menos
evidente (A= 5,82%), em virtude do processo de cicatrizacdo estar
praticamente concluido. J4 nos primeiros 7 dias de tratamento (45,69% =
10,79%) a TRm foi muito representativa (2,19 + 0,66 mm?/dia). A cicatrizacdo
tornou-se de fato mais evidente ao final dos 14 dias de tratamento (93,28% =*
3,03%) com uma TRm de 2,20 + 0,0,18 mm?/dia. Ao final dos 21 dias de
tratamento, a ocluséo total da ferida foi observada (100,00% + 0,00%), e a
TRm, nesta etapa de finalizacdo do processo de remodelacdo, foi
consequentemente menor (1,70 + 0,50 mm?/dia). Em todos os periodos de
tempo avaliados este grupo apresentou significAncia estatistica quando
comparado ao GECb (p < 0,05), tendo um desempenho superior em todas as
etapas da cicatrizagao.

No tratamento em que foi utilizado o GECa a fase mais representativa no
processo evolutivo da cicatrizagdo foi a Inflamatéria (GRm= 51,53% =+ 8,57%)
(p < 0,01), apresentando, portanto, um desempenho superior quando
comparado ao GECDb, tendo uma TRm da ferida de 2,43 + 0,57 mm?/dia. A
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amplitude dentre as amostras analisadas foi de 19,65. No periodo de formacé&o
do tecido de granulacdo (A= 29,02%), a reducéo diaria da ferida manteve-se
menos intensa, no entanto com um indice bastante elevado (TRm= 2,08 + 0,20
mm?/dia) refletido num GRm da ferida de 79,18% + 13,12%. Ao final dos 21
dias de tratamento apresentou um elevado GRm (99,86% + 0,30%), com uma
TRm de ferida de 1,55 + 0,08 mm?/dia.

O grupo que foi tratado com o GECs foi mais representativo na fase
inflamatoria no que se refere ao GRm da ferida (51,97% + 5,18%) quando
comparado com o grupo controle GECb (p<0,01), com uma A= 12,75%, a mais
baixa entre os tratamentos. Apresentou também, uma TRm da 2,74 + 0,33
mm?/dia (p<0,01), a mais alta dentre os tratamentos utilizados, confirmada
através de analise visual. A fase de granulacdo apresentou-se de forma
semelhante a fase anterior, um elevado GRm de ferida (91,86% = 1,92%)
(p<0,05), com uma TRm de 2,05 + 0,15 mm?dia. Ao final dos 21 dias de
tratamento foi observada a oclusédo total da ferida (GRm= 100,00% + 0,00%)
(p<0,05), com uma TRm intervalar entre 14-21 dias de 1,76 + 0,11 mm?/dia.

Ao se comparar os grupos estudados no que se refere a TRm de feridas,
nos primeiros 7 dias de tratamento, periodo inflamatorio do processo de
reducdo de ferida, houve uma diferenca significativa entre os grupos (p <
0,0001). Os melhores resultados foram observados nos grupos em que foram
realizados os tratamentos com o ECa, GECa e GECs. No entanto, quando
comparados ao GCp, somente o Eca apresentou significancia estatistica
(p<0,05).

No periodo de granulacdo, os grupos tratamento que tiveram um
comportamento superior ao GCp foram o ECs e GECs (p<0,05). Sendo que o
ECs apresentou um resultado superior ao GECa (p<0,05).

No periodo de remodelacdo do processo de cicatrizagcdo ndo houve
diferenca signifcativa entre os grupos avaliados, visto que de uma forma geral
todos alcangaram a cicatrizagcdo completa das feridas.

Ao se comparar a evolugdo do processo cicatricial entre 0os grupos no
decorrer dos 21 dias de tratamento, foi observada uma diferenca significativa (p
< 0,001). Nos 7 primeiros dias de avaliacdo, periodo inflamatorio do processo

de cicatrizacdo, os tratamentos apresentaram comportamentos diferentes, seja
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ele mais agudo, como observado nos tratamentos ECs, GECa e GECs, ou
mais discreto como nos tratamentos com ECa e GECb (Tabela 2).

Nos sete dias posteriores a evolucao da cicatrizagdo apresentou-se de
forma mais analoga entre 0s grupos, 0 que aponta uma maior aproximacao ao
final deste periodo entre os grupos analisados. No entanto, deve ser ressaltado
que entre o sétimo e o décimo quarto dia de tratamento, 0 GECa apresentou-se
menos eficiente que a ECa na reducéo da ferida, evidenciado pelo tecido de
granulacdo mais evidente, além de uma intensidade maior no processo de
regeneracao celular (Figura 9). Neste mesmo periodo foi evidente, também,
que os grupos ECs e GECs, apresentaram o melhor resultado no periodo de
granulacdo do processo de reparacao tecidual, evidenciado na observacao de
presenca de tecido friavel (granulagéo) nos animais deste grupo (Figura 9).

Foi realizada, ainda, a analise da eficacia dos tratamentos, calculada em
funcdo do GECb, tomando-se como base a média de GRm referente ao 21° dia
(Tabela 2). No GCp esta foi igual a 1,72%, enquanto nos demais grupos a
eficacia apresentou-se semelhante a do GCp. O Unico grupo que apresentou
um resultado inferior, mas mesmo assim, relevante, foi o grupo GECa, com a

eficacia sobre a reducéo de ferida de 1,59%.
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Tabela 2 — Indicadores da evolucéo cicatricial dos tratamentos aplicados — GCp (Grupo controle positivo), GECb (Grupo Gel cremoso base), Eca
(Extrato aquoso de Curatella americana), ECs (Extrato aquoso de Costus spicatus), GECa (Gel cremoso contendo extrato de Curatella americana) e GECs
(Gel cremoso contendo extrato de Costus spicatus); os resultados sdo apresentados com media + S.D. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Periodo de Tratamento (em dias)

Tratamento 0-7 8-14 15-21 Eficacia (%)
GRm (%) TRmM (mm?) GRm (%) TRmM (mm?) GRm (%) TRmM (mm?)

GCp 36.53+1344 183+0.81 76.62+7.98 1.74+£0.33 100.00 £ 0.00* 1.62%0.11 1,72
GECb 26.85 + 9.99 1.36+ 057 77.81+6.09 1.84+041 98.14+2.19 1.51+0.15 -

ECs 45,69 £ 10.79* 2.19+0.66 93.28+3.03* 2.20+£0.18 100.00 +0.00* 1.70£0.50 1,72
ECa 13.98 +6.13 0.67+£0.27 81.61+4.54 1.70+0.29 100.00 +£0.00* 1.54 +0.13 1,72
GECs 51.97 +£5.18** 2.74+0.33** 91.86+1.92* 2.05+0.15 100.00+0.00* 1.76 £0.11 1,59
GECa 51.53+8.57* 243+057 79.18+13.12 2.08+0.20 99.86 + 0.30 1.55+0.08 1,72
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5.2 AVALIACAO MICROSCOPICA

A seguir, serdo apresentadas as analises dos tratamentos realizados e
suas influéncias histopatoloégicas no processo cinético de reducdo das feridas,
de acordo com o escore obtido a partir dos critérios de Myers (1961), listado no
Quadro 2.

No grupo controle (GCp) tratado com Fibrase®, houve uma evolucéo
temporal relativamente satisfatéria quanto a restauracdo da area de
cicatrizagdo. Houve diferenca entre os periodos avaliados, sobretudo quando
se comparou o0 21° em relacdo ao 7° dia de tratamento (p<0,05), o que
demostra uma evolucdo coordenada de células presente nos diversos estagios

da cicatrizagéo.

Na analise microscépica das lesbes coletadas apos 7 dias de tratamento
(Figura 10) observou-se lesdo em epitelizacdo evidente, apresentando densa
crosta com piocitos na superficie (estando mais severa em algumas regifes) e
presenca de tecido de reparacdo em modelacdo nas margens da ferida (Figura
9a). Algumas amostras apresentaram presenca de esteatite e/ou area de
extenso seroma fibrilar proteico hialino em reacdo dérmica sub-crostal (Figura
9b). Foi ainda observada em uma das amostras, a presenca de tecido de
granulacdo com neovascularizacdo mais central a ferida, e também a presenca
de fibrose muscular (Figura 9b). Neste primeiro periodo da cicatrizacdo que
corresponde ao estagio inflamatério a cicatrizacdo apresentou-se instavel, em

um processo em segunda intengdo ainda néo resolvido.

No periodo seguinte de tratamento (8-14 dias), correspondente ao
estagio proliferativo, a cicatrizacdo apresentou-se adequada com tecido
conjuntivo ainda em modelacdo, presenca de area cicatricial com tecido de
granulacéo, presenca de epitelizacdo e reacdo inflamatdria moderada, ou seja,
evoluindo para a cicatrizacdo (Figura 9c). Em contrapartida, uma amostra
apresentou cicatrizacdo instavel devido a uma miosite intensa (inflamacéao do
tecido muscular), sem epitelizacdo e presenca de crosta piogénica (Figura 9d).
Sousa et al (2009) relatou que no oitavo dia de tratamento com Cloranfenicol
associado com colagenase no tratamento de feridas caninas houve o

aparecimento de tecido de granulacédo. Corroborando com os nossos achados,
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Oliskovicz (2006), usando o mesmo produto como referéncia, observou a
presenca de tecido de granulacdo representado por fibroblastos ativados,
macréfagos e intensa angiogénese nos 7 primeiros dias de tratamento. Ao
término de 14 dias, a epiderme encontrava-se em um processo de
organizacao, e cortes histolégicos demonstraram na derme profunda tecido de
granulagdo organizado, intensa angiogénese, linfécitos, neutrofilos e

fibroblastos ativados.

Ao final dos 21 dias de tratamento, o tecido cutdneo apresentou
normalidade histolégica, evoluindo adequadamente para a cicatrizacédo (Figura
9e).

Figura 9 — Achados histoldgicos dos espécimes coletados do grupo GCp nos periodos
Inflamatdrio (0 a 7 dias); Proliferativo (8 a 14 dias) e de remodelacao (15 a 21 dias).
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Fonte: Laboratdrio de Patologia Animal - Labopat
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No tratamento realizado com o controle negativo (GECb) também houve
uma reducdo continuada da area de cicatrizacdo. De forma semelhante, para
comparacdo do escore tomou-se como referéncia os 7 primeiros dias de
tratamento (-34,60 + 5,32), para avaliar a evolucdo no 14° (11,40 = 8,05) e no
21° dia (80,00 = 2,24). Houve diferenca entre ambos os periodos avaliados
(p<0,05), o que demostra uma evolucdo coordenada das células presente nos
diferentes estagios da cicatrizacéo.

Quanto a exploracdo histolégica das feridas tratadas com GECb foi
observado nos primeiros 7 dias de tratamento uma cicatrizagao instavel e em
processo de 22 intencao; a lesdo apresentou pouca area de re-epitelizagdo e a
presenca de densa crosta com piécitos na superficie. Alguns espécimes
apresentaram alteracdes mais severas, com mais colecdo basofilica na crosta
e seroma, miosite e esteatite. Allgumas lesdes apresentaram ainda tecido de

reparacdo em modelacédo nas margens da ferida (Figura 10a).

No periodo proliferativo da cicatrizagdo houve auséncia de crosta
piogénica, presenca de adipécitos na epiderme e tecido dérmico em fibroplasia
recente. Observou-se ainda epitelizacdo, com focos inflamatérios na area
dérmica profunda e muscular com fibroplasia e macréfagos com substancia
basofilica no citoplasma, resultado do processo de cicatrizacdo em evolucdo
(Figura 10b).

Ao final dos 21 dias de tratamento a cicatrizacdo apresentou epitelizacéao
completa com o tecido conjuntivo de reparacdo em estagio de modelagcédo, em
consonancia com a finalizagao do processo cicatricial (Figura 10c).
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Figura 10 — - Fotomicrografia do GCb nos periodos Inflamatério (0 a 7 dias); Proliferativo (8 a
14 dias) e de remodelacéo (15 a 21 dias).

R 3 n
J \ 3

Fonte: Laboratério de Patologia Animal - Labopat

O tratamento realizado com ECa também apresentou uma reducédo
temporal da area de cicatrizacdo. Igualmente, tomou-se como referéncia os 7
primeiros dias de tratamento (8,20 + 12,21), para avaliar a evolu¢cdo no 14°
(75,60 £ 9,04) e 21° dia (105,0 + 0,00). Houve diferenca na compara¢cdo com 0s
periodos comparados (p<0,05), o que denota uma evolucdo coordenada de
células presente nos na cicatrizagao.
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Na analise histopatologica foi observado no primeiro periodo uma
cicatrizagdo instavel e uma caracteristica de segunda intencdo. Observou-se
ainda infiltrado de adipdcitos e substancia plasmo-hialina. No derma, abaixo da
crosta (seroma), o tecido de reparacdo mostrou-se recente e em algumas
lesGes foi observada a presenca de crosta superficial contendo piécitos (Figura
11a).

No periodo proliferativo este grupo ja apresentou lesées com 0 processo
de epitelizacdo completa. No derma notaram-se feixes de tecido conjuntivo e
aspectos de uma hidratacdo com vacuolos interfibrilares, assim como auséncia
de crostas superficiais e tecido conjuntivo em modelacdo, caracterizando o

processo de final da cicatrizagdo (Figura 11b).

Na ultima fase, a cicatrizacdo apresentou evolucdo dentro de um padrao
adequado, sem crosta e/ou reacdo inflamatéria, modelacdo avancada e
auséncia de papilas e cristas dérmicas, resultando em um desempenho
satisfatério (Figura 11c).
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Figura 11 — Fotomicrografia do ECa nos periodos Inflamatério (0 a 7 dias); Proliferativo (8 a
14 dias) e de remodelacéo (15 a 21 dias).

Fonte: Laboratério de Patologia Animal - Labopat
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O grupo ECs também apresentou uma reducdo temporal da area de
cicatrizacdo. O resultado dos 7 primeiros dias de tratamento (-20,60 £+ 11,15) foi
tomado como referéncia para avaliar a evolugdo no 14° (54,40 + 38,90) e 21°
dia (105,8 £ 1,79). Houve diferenca entre ambos os periodos avaliados, para
14° dia e para o 21° dia em relacdo ao 7° dia de tratamento (p<0,05), o que
demostra uma evolugdo coordenada de células presentes no decorrer do

processo de cicatrizagao.

Na analise histopatolégica observou-se na fase inflamatéria uma ferida
bem extensa e sem epitelizacdo superficial, com grande crosta infiltrada por
piocitos, além de algumas areas pequenas em tecido de granulacdo e, nas
margens, tecido em remodelacdo. Observou-se também reacdo inflamatéria

leve no derma e tecido conjuntivo dérmico neoformado minimo (Figura 12a).

Na fase proliferativa, a area de cicatrizacdo mostrou-se adequada e com
o tecido conjuntivo modelado, mais hidratado e vacuolar. Em alguns animais foi
observada uma discreta reacdo ao nivel do tecido adiposo subdermico com
fibrose, a qual também foram observadas em algumas areas musculares
(Figura 12b).

Na fase de remodelacdo a cicatrizagdo apresentou-se adequada e 0
processo bem evoluido, sendo caracterizada pelo tecido conjuntivo proliferado

(cicatricial) e em modelacéo.
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Figura 12 — Fotomicrografia do ECs nos periodos Inflamatério (0 a 7 dias); Proliferativo (8 a
14 dias) e de remodelacéo (15 a 21 dias).

P

O grupo GECa, que também apresentou reducédo temporal da area de
cicatrizacdo. De forma semelhante as andlises anteriores, tomou-se como
referéncia o 7°dia de tratamento (21,60 £ 22,53), para avaliar a evolugao no 14°
(27,40 £+ 38,71) e no 21° dia (100,60 * 4,34), havendo diferenga ha comparagao
realizada com ambos os periodos (p<0,05).



68

Na avaliacdo histologica deste tratamento foi observada nos 7 primeiros
dias uma lesdo com crosta superficial contendo pidcitos, epitelizacdo com
expressiva proliferacdo de adipécitos até a margem epitelial, discreta reacdo de
granulacdo e reparacdo conjuntiva em estagio de modelacdo e proliferacao
fibroblastica, evoluindo satisfatoriamente para a cicatrizacao (Figura 13).

No periodo intermediario, a cicatrizagdo continuou evoluindo, com
pequenas alteragbes. Algumas amostras apresentaram substancia basofilica
citoplasmatica. As lesbes apresentaram epitelizacdo na parte central e nas
margens, e uma delas apresentou ferida extensa sem epitelizacdo, crosta
extensa e profunda com débris e pidcitos, no entanto, foi visto area de tecido
de granulagéo.

Apos 21 dias, o tratamento apresentou-se evoluido. Na lesédo foi
observada epitelizacdo e o tecido conjuntivo dérmico com um aspecto
hidratado, assim como, a presenca de reacdo inflamatéria no estrato mais
profundo. Area correspondente a cicatrizacdo apresentando morfologia e

normalidade descrita para o tecido cutaneo (Figura 13).

Figura 13 — Fotomicrografia do GECa — Area da ferida com epitelizacdo e tecido conjuntivo

Fonte: Laboratdrio de Patologia Animal - Labopat



69

O grupo GECs, também avaliado, apresentou uma reducéo temporal da
area da lesdo. Ao se comparar os 7 primeiros dias de tratamento (-2,40 +
34,48) com o 14° (62,60 + 4,10) e 21° dia (106,2 + 2,68), houve diferenca na
comparacdo deste Ultimo periodo (p<0,05) com relagdo ao periodo inicial,
demonstrando uma evolucdo coordenada das células presente na regeneracéo

da lesao cutanea.

Na avaliacdo histolégica do grupo GECs foi observada no primeiro
periodo uma ferida extensa coberta por crosta com piécitos e a presenca
intensa de tecido de granulacdo. Percebeu-se ainda a presenca de derma com
reparacdo conjuntiva, seroma moderado e substancia basofilica em células

(Figura 14a). A cicatrizacéo foi instavel e de segunda intencéo.

Na fase proliferativa, a cicatrizacdo evoluiu adequadamente, no entanto,
o tecido adiposo subcutaneo mostrou reacdo inflamatéria com macréfagos,
neutrdfilos e linfocitos (esteatite cronica). Os focos de esteatite foram menos
intensos e foi observada a presenca de células com substancia basofilica

citoplasmatica (Figura 14b).

A Ultima etapa do processo cicatricial mostrou-se adequada e o
processo bem evoluido. O tecido conjuntivo apresentou-se proliferado em
modelagcdo (Figura 14c). Em uma das amostras, evidenciou-se esteatite

cronica.
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Figura 14 — Fotomicrografia do GECs nos periodos Inflamatério (0 a 7 dias); Proliferativo (8 a

14 dias) e de remodelacéo (15‘a_1 21 dias).
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Fonte: Laboratdrio de Patologia Animal - Labopat
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O desempenho dos grupos ao longo do processo cicatricial, segundo a
quantificacdo histolégica em escores proposta por Myers (1961) esta disposto
na Tabela 3.

Foi observado nos primeiros 7 dias de tratamento que, os grupos GECa
(p<0,001) e Eca (p<0,05) apresentaram resultados significativamente
superiores com relacdo ao GECb. Ao final da segunda semana de tratamento,
0 grupo Eca (p<0,05) permaneceu significativamente melhor quando
comparado ao grupo GECb.

Ao final do tratamento (21 dias), todos os grupos testados (GCp, Eca,
ECs, GECa e GECs) foram superiores (p<0,001) ao grupo GECb.

Quando comparados ao GCp, os tratamentos Eca e GECa
apresentaram resultados superiores no periodo Inflamatério do processo de
cicatrizacdo (0 a 7 dias). J4 na fase Proliferativa (8 a 14 dias), os grupos Eca,
ECs e GECs apresentaram resultados superiores ao GCp, e ao final do
tratamento (21 dias) todos os grupos apresentaram resultados equiparados ao
GCp, quando avaliados segundo 0s escores proposto por Myers (1961) (Tabela
3).



Tabela 3 — Desempenho histolégico (por escores) dos diferentes grupos ao longo do periodo experimental. GCp (Grupo controle
positivo), GECb (Grupo Gel cremoso base), Eca (Extrato aquoso de Curatella americana), ECs (Extrato aquoso de Costus
spicatus), GECa (Gel cremoso contendo extrato de Curatella americana) e GECs (Gel cremoso contendo extrato de Costus
spicatus); os resultados séo apresentados com media £ S.D. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Etapa GCp GECb ECs ECa GECs GECa

0-7 -11,00 + 3,34 -34,60 + 5,32 -20,00 £ 11,15 8,20 £ 12,21* -2,40 + 34,48 21,60 + 22,53***
8-14 42,60 +£ 41,37 11,40 + 8,05 54,40 + 38,90 75,60 £ 9,04* 62,60 + 4,10 27,40 + 38,71
15-21 114,4 +7,67** 80,00 £ 2,24 105,8 + 1,79*** 105,00 + 0.00***  106,2 £ 2,68*** 100,60 * 4,34***
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6 CONCLUSAO

Os tratamentos propostos — Extrato aquoso de Curatella americana,
Extrato aquoso de Costus spicatus, Gel cremoso contendo extrato de Curatella
americana e Gel cremoso contendo extrato de Costus spicatus — aumentaram
a migracéo celular, otimizaram de forma positiva a cascata de cicatrizacdo e

potencializaram, a reduc¢éo da ferida por segunda intencao.

Analisando por fase de cicatrizacdo, na fase Inflamatoéria (0 a 7 dias), o
tratamento com que apresentou melhores resultados foi o Gel cremoso
contendo extrato de Curatella americana, em todas as analises realizadas,
sejam ela na analise macroscopica, microscépica ou quanto a avaliagdo de
acordo com o escore de Myers. Cabe ainda ressaltar que a analise
macroscopica apontou ainda outros dois tratamentos como promissores nesta
fase da cicatrizacdo: Extrato aquoso de Costus spicatus e Gel cremoso
contendo extrato de Costus spicatus. Ja na avaliacdo por escore, que teve por
fonte de avaliacdo os resultados da analise microscépica, o Extrato aquoso de
Curatella americana também apresentou resultados significativamente

melhores.

Na fase proliferativa (8 a 14 dias), houve alteracdo dos grupos com
melhor desempenho quando comparados a fase anterior. Na avaliacdo
macroscopica houve resultados significativamente melhores nos tratamentos
com Extrato aguoso de Costus spicatus e Gel cremoso contendo extrato de
Costus spicatus, que apresentaram uma reducao de ferida, tanto no Grau de
reducdo meédia como na Taxa de reducao diaria, muito superior aos demais
tratamentos, com uma cicatrizacdo quase completa ao final deste periodo.
Quanto ao aspecto microscopico estes tratamentos ndo tiveram resultados téo
expressivos quanto aos resultados apresentados pelo Extrato aquoso de

Curatella americana.

Na fase de remodelacdo (15 a 21 dias), no que tange a andlise
macroscopica, os tratamentos com Extrato aquoso de Curatella americana,
Extrato aquoso de Costus spicatus e Gel cremoso contendo extrato de Costus
spicatus foram significativamente superiores no processo final de cicatrizagéo

da ferida. Na andlise microscépica todos os tratamentos experimentados
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apresentaram, segundo avaliacdo por escore, resultados positivos quanto a
formacdo de tecido em remodelacdo e proliferacdo tecidual tendendo a

cicatrizagdo completa.

Deste modo, pode-se afirmar que as espécies estudadas, quer seja na
forma de extrato ou incorporadas na forma de gel cremoso foram promissoras
no tratamento de feridas cutaneas com cicatrizacdo de segunda intencdo. Cabe
salientar ainda que a Curatella americana apresentou uma atividade anti-
inflamatdria mais relevante, enquanto Costus spicatus se destacou nas demais
fases, tendo ambas, demonstrado ser téo eficiente quanto o produto comercial

padrdo na promocéo da cicatrizacdo cutanea no modelo in vivo ensaiado.
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ANEXOS

ANEXO | — CERTIFICADO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
PRO- REITORIA DE PESQUISA E POS- GRADUACAO
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA — UNIFAP

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Amapa
APROVOU (ad referendum), na reunido de 24 de junho de 2015, o parecer
referente ao protocolo no. 0015/ 2015 e certifica que o Projeto de Pesquisa
intitulado  “Potencial terapéutico de formulacdes fitoterapicas no
tratamento de lesdes cutaneas® coordenado por Jocivania Oliveira da

Silva, esta de acordo com os principios de ética e bem estar animal.

CERTIFICATE

The Ethics Committee on Animal Use of the Amapa Federal University
APPROVED (ad referendum) at the meeting of 24 June 2015, the final
decision about the Protocol 0015/2015 and certify that the research project
entitted "Potencial terapéutico de formulacdes fitoterapicas no
tratamento de lesdes cutaneas" coordinated by Jocivania Oliveira da

Silva, is in accordance with the principles of ethics and animal welfare.

Macapa, 24 de junho de 2015

I N

;';'\‘

Prof. Tit. José Carlos Tavares Carvalho
Presidente CEUA-UNIFAP _—

' Port. No. 1733/2014 T

Universidade Federal do Amapa

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds- Graduagéo

Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA — UNIFAP

Rod. Juscelino Juscelino Kubitscheck, km 02 — Campus Marco Zero,
Macapa - AP, 88903-419 email: farmacos@unlfap br

Fone (96)4009-2207
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ANEXO Il - PROTOCOLO DE PRODUGCAO DA BASE GEL CREMOSO

Formuling Naoional da Farmacopaia Braslems, I edipio Rev 02 173

GEL CREMOSO

PROPRIEDADES E APLICACAO

(el cremoso ndo 10nico, indicado para todos os tipos de pele. Nio altera a viscosidade em presenca
de alcool etilico & glicous.

FORMULA
Componentes Quantidade
poliacrilamida, 1soalcanos C13-14 e alcool laurilico etoxilado 7 OF dg
solugdio conservante de parabenos 3¢
solugdo conservante de imidazolidinilureia a 50% 06¢g
agua purificada qsp 100 g
ORIENTAGOES PARA O PREPARO

Em recipiente adequado, dispersar o composto de poliacrilamida na agua ¢ adicionar os demais
componentes, sob agitacio.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente adequado, de plastico opaco ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.
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ANEXO Il - PROTOCOLO DE PRODUCAO DA SOLUCAO DE PARABENOS

Formulinio Narional da Farmaropeia Brasilei, 2* edigin Rev. 02 202

SOLUCAO CONSERVANTE DE PARABENOS

APLICAGAO

Solugdo conservante.

FORMULA

Componentes Quantidade

metilparabeno bg
propilparabeno ig
propilenoghcol 9 ¢

ORIENTAGOES PARA O PREPARO

Em recipiente adequado, sob agitacdo, aquecer os componentes até completa solubilizagio.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente adequado, de plastico opaco ou vidro ambar, ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente.
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APENDICE
APENDICE | - LAUDO DA ANALISE HISTOLOGICA REALIZADA PELO LABORATORIO DE PATOLOGIA ANIMAL -
LABOPAT
Labopat | Experimento Descrigao Histoldgica Resultados
146/15 Al Lesdao sem epitelizagdo, apresentando densa crosta com pidcitos na | Cicatrizagdo instavel. Processo por 22 intensao
Grupo Controle| syperficie. Tecido de reparagio em modelagdo nas margens da ferida. O | ndo resolvido. A reparagio sera tardia.
moderado | tecido adiposo na drea marginal da ferida com esteatite.
147/15 A2 O processo de cicatrizagdo semelhante ao caso 146/15 (A1). No entanto, a | Cicatrizagdo instavel. Processo por 22 intensdo
Grupo Controle| reacio com crosta piogénicas mostrou-se mais severa e em uma area | hdo resolvido. A reparagio sera tardia.
moderado | gessa crosta, uma pequena colecio de substancia basofilica. O tecido sub-
crostal com pequenas débris e células com substancia basofilica.
148/15 A3 Semelhante ao caso 147/15 (A2), porém a alteragdo mostrou-se mais | Cicatrizagdo instavel. Processo por 22 intensdo
Grupo Controle| seyera, com mais cole¢do basofilica na crosta e seroma (acimulo de | ndo resolvido. A reparag3o sera tardia.
moderado | [ijquido acidofilico, proteico, semelhante ao plasma) na area adiposo-  Esteatite.
muscular e focos de esteatite na gordura subcutanea, em algumas pode-se
observar fibra vegetal.
149/15 A4 Semelhante ao caso A2. Ademais, observou reagdao inflamatdéria com| Cicatrizagao instavel. Processo por 22 intensao
Grupo Controle| fibroplasia de musculos superficiais e profundos. nao resolvido. A reparacgdo sera tardia. Miosite
moderado crénica reparativa
150/15 A5 Semelhante ao caso A2. Entretanto as alteragdes mostrou-se mais severas, | _, e .. a s -
G Control - . . = A - , Cicatrizacao instavel. Processo por 22 intensao
rupo Controle| com pidcitos, fibras vegetais, colecao de substancia basofilica e também n30 resolvido. A reparacio sera tardia
moderado | g células, esteatite e miosite. ’ parag )
151/15 Bl Lesdo semelhante ao caso 147/15 (A2), com reagdo celular menos intensa, | Cicatriza¢do instavel. Processo por 22 intensio
Grupo controle| destacam-se area de extenso seroma fibrilar proteico hialino em reagdo n3o resolvido. A reparagdo sera tardia.
forte

dérmica sub-crostal.

Esteatite e miosite.
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152/15 B2 Semelhante ao caso 147/15 (A2) com reagdo menos intensa. Cicatrizacdo instavel. Processo por 22 intensdo
Grupo controle nao resolvido. A reparagdo sera tardia.
forte
153/15 B3 Semelhante ao caso 147/15 (A2). Entretanto o processo inflamatério com | Cicatrizagdo instavel. Processo por 22 intensdo
Grupo controle| neutréfilos mostrou-se mais extenso e profundo, acometendo o tecido ndo resolvido. A reparagdo sera tardia.
forte muscular e adiposo com fibroplasia e seroma. Esteatite e miosite.
154/15 GrupoBc‘:)ntroIe Semelhante ao caso 153/15 (B3). Entretanto nesse foi observado uma| Cicatrizagdo instavel. Processo por 22 intensdo
forte maior quantidade de fibras vegetais na crosta e na area de reacao tecidual. | ndo resolvido. A reparagao sera tardia. Esteatite
e miosite.
155/15 B5 Ferida profunda com seccionamento da musculatura abdominal | Cicatrizagdo instavel. Processo por 22 intensao
Grupo controle | syperficial. A reagdo no local da ferida é expressiva com densa crosta | ndo resolvido. A reparagdo sera tardia (Ferida,
forte superficial infiltrada por neutroéfilos (piocitos). A epitelizagdo nao esta | infectada e a presenga de tecido de granulagao
presente. No derma reticular e papilar presenga de tecido conjuntivo | indica ndao haver evolugao para a cicatrizacao
proliferado n3ao modelado (margens) e de granulagdo com | [reagdo ativa]).
neovascularizagao (+ central). Os neutrdfilos estdo aumentados nessa
drea. Presenca de fibrose muscular
156/15 o _ ~ . e e . ~
Sol. Extrato 1 Semelhante a caso 155/15 (B5). Houve a infiltragdo de adipdcitos na drea. | Cicatrizagdo instavel. Processo por 22 intensdo
nao resolvido.
157/15 c2 Seccionamento da musculatura esquelética abdominal superficial. Ferida | Processo evoluindo para a cicatriza¢do
Sol. Extrato1 | com crosta superficial contendo pidcitos. Observou epitelizagio completa
e a reparagao conjuntiva em estagio de modelagao e bem celular
(Fibroblastos)
158/15 C3 Sol. Processo similar ao observado para o caso 156/15 (C1) Cicatrizacao instavel. Processo por 22 intensao
Extrato 1 n3o resolvido. A reparagio sera tardia
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159/15 C4 Sol. Processo similar ao caso 157/15 (C2) Processo evoluindo para a cicatrizagdo
Extrato 1
160/15 c5 Processo similar ao caso 156/15 (C1). Entretanto, a alteragdo foi mais | Cicatrizagdo instavel. Processo por 22 intensdo
Sol. Extrato1 | expressiva (crosta e extensdo). Também infiltrado de substancia | ndo resolvido. A reparagdo sera tardia
plasmohialino. No derma abaixo da crosta (seroma), o tecido de reparagao
mostrou-se mais recente em relagao aos outros casos.
161/15 D1 Gel Alteragbes histolégicas semelhantes ao caso 157/15 (C2). Entretanto a| Processo evoluindo para a cicatrizagdo
extrato 1 epitelizacdo ocorre nas margens e a rea¢dao é menos intensa.
162/15 D2 Semelhante ao caso 161/15 (D1). No entanto, houve epitelizagdo da ferida | Processo evoluindo para a cicatrizagdo
Gelextratol | com expressiva proliferacio de adipdcitos até a margem epitelial. A
reagao de granulagao foi discreta.
163/15 D3 A ferida mostrou no centro, auséncia de epitelizagao e infiltrada por | Cicatrizagdao instavel. Processo por 22 intensdao
Gel extrato 1 | neutréfilos, ocorrendo inclusive miosite. Em uma das margens pequena | nio resolvido. Miosite.
area de tecido de granulagdo e noutra tecido conjuntivo em modelagao,
também discreto.
164/15 D4 Gel Similar ao caso 157/15 (C2), e as margens a repara¢do mostraram-se bem| Processo evoluindo para a cicatrizagdo
extrato 1 ordenadas. Observou-se um fragmento vegetal aderido a crosta superficial.
165/15 D5 Gel Semelhante ao caso C2. O tecido de granulacdo ndo estava presente. Processo evoluindo para a cicatrizagao
extrato 1
166/15 El Cicatrizacdo adequada. O tecido conjuntivo ainda em modelagao, que se | Processo evoluindo para a cicatrizacao.
Grupo controle| mostrou mais hidratado (distribuicdo frouxa das fibras coldgenas com
forte formagdes vacuolares).
167/15 E2 Cicatrizacdo semelhante ao caso E1, entretanto, nota-se presenca de uma | Processo evoluindo para a cicatrizagao.
Grupo controle| pequena crosta ndo piogénicas e de dois pequenos focos no derma tipo | Presenciou minimas altera¢des e de pouca
forte significancia.

corpo estranho.
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168/15 E3 Reagdo inflamatdria intensa, sem epitelizagdao, presen¢a de uma pequena | Cicatrizacao instavel. Processo por 22 intensao
Grupo controle| crosta piogénicas com fibras vegetais. Focos com fibras vegetais no derma. | ndo resolvido. A reparagdo sera tardia
forte Reacdo em fibroplasia na drea muscular (miosite reparativa). Area de | considerando a presenga de inflamagdo
reagao cicatricial com tecido de granulagao. (Intensa). Miosite
169/15 E4 Cicatrizacao semelhante ao caso E1, sem hidratagao. Processo evoluindo para a cicatrizacao.
Grupo controle
forte
170/15 E5 Areas de cicatrizagdo com epitelizagdo e reagdo inflamatéria dérmica Processo evoluindo para a cicatrizagdo.
Grupo controle| moderada com neutréfilos e macréfagos predominando.
forte
171/15 F1 Cicatrizagdo adequada. Area em modelag3o. Cicatrizagdao adequada (Processo evoluindo para
Grupo controle a cicatrizacdo).
moderado
172/15 F2 Cicatrizacdo com epitelizagao. Auséncia de crosta piogénica. Presenca de Processo de cicatrizacdo em evolugao.
Grupo controle| adipécitos no derma e tecido dérmico em fibroplasia recente (modelagao).
moderado
173/15 F3 Cicatrizagdao evoluindo adequadamente. algumas células (macréfagos) p de cicatrizacs lucs
Grupo controle| com substancia basofilica no citoplasma, presentes em area de fibroplasia rocesso de cicatriza¢do em evolucao.
moderado | myscular.
174/15 F4 Semelhante ao caso F3 Processo de cicatrizacdo em evolugao.
Grupo controle
moderado
175/15 F5 Cicatrizacdo com epitelizagdo. Presenca de focos inflamatdrios na area | Cicatrizagao em evolugao. Processo
Grupo controle| dérmica profunda e muscular com fibroplasia. Macréfagos com substancia | complicado com reagdo inflamatéria cronica
moderado

basofilica no citoplasma. Em um dos focos notou-se fibra vegetal.

presente: dermatite e miosite.
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176/15 G1 Presencga de epitelizagdo completa. O tecido conjuntivo de reparacio em | Processo evoluindo para a cicatrizagao.
Sol. Extrato 1 | estagio de modelagdo, com espagcamento do derma local (+ hidratado). Presenciou alteragdes e de significancia
Ainda no derma presenga de varios focos com material vegetal e reagdo | moderada.
com macréfagos, linfdcitos (reagao corpo estranho) e alguns neutrofilos.
177/15 G2 Processo de cicatrizagao adequado com epitelizacao e auséncia de crostas | Processo evoluindo para a cicatrizagdo.
Sol. Extrato 1 | superficiais, o conjuntivo mostra-se em modelag¢do. Reacdo do tipo corpo | Presenciou minimas altera¢des e de pouca
estranho presente em trés pequenas areas da amostra. significancia.
178/15 G3 Processo similar ao G1. Entretanto nao foi observada reagao do tipo corpo | Processo evoluindo para a cicatrizagao.
Sol. Extrato 1 | estranho (macréfagos, células gigantes e linfécitos).
179/15 G4 Nao foi observada area correspondente a uma ferida e/ou cicatrizagdo, | O corte histolégico ndo apresentou evidéncias
Sol. Extrato1 | processo aos 14 dias estaria em modelagdo (abundantes fibroblastos e | de ferida
colageno nao polimerizado).
180/15 G5 Cicatrizacdo com epitelizagdo. No derma desta area notou-se feixes de p de cicatrizaca lucs
Sol. Extrato 1 | tecido conjuntivo e aspectos de uma hidratagdo com vactolos | ' 'OC85°0 G€ clcatrizacao em evolucdo.
interfibrilares. Nao ha sinais de inflamagdo.
181/15 H1 Semelhante ao caso C2. Entretanto no derma, algumas areas de agregados | Processo de cicatrizacdo em evolugao. Presenga
Gelextratol | macrofagicos Com substancia basofilicas citoplasmatica. Também foi | de minimas altera¢des e de pouca significancia.
observado alguns corpos birrefringentes (contaminante).
182/15 H2 Gel Semelhante ao caso G5 Processo de cicatrizagdo em evolugao.
extrato 1
183/15 H3 Area da ferida com epitelizacdo e tecido conjuntivo em modelagdo. Nesta

Gel extrato 1

area similar ao caso H1, notou-se célula com material basofilicos
citoplasmatico, alguns com coleg¢do no intersticio e também reagao (focos)
com fibras vegetais presentes.

Processo de cicatrizagao em evolugdo. Presenga
de minimas alteragées e de pouca significancia.
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184/15 H4 Ferida extensa sem epiteliza¢do, crosta extensa e profunda na ferida com | Cicatrizagao instavel. Processo por 22 intensao
Gelextrato 1 | débris, pidcitos e fragmentos vegetais. Foi visto area de tecido de | ndo resolvido. A reparagdo sera tardia
granulagao considerando a presenga de inflamagao
(intensa).
185/15 H5 Ferida extensa onde em um dos cortes observou-se a epitelizagdo de | Cicatrizagao instavel. Processo por 22 intensao
Gelextratol | margens. A lesdo (fenda) mostra notavel débris e pequenas areas de | ndo resolvido. A reparagdo sera tardia
seroma, uma delas laminar. Na profundidade notou-se reagao com fibras | considerando a presenca de inflamagao
vegetas, piocitos e macréfagos. (intensa).
186/15 1 O tecido cutaneo apresenta normalidade histoldgica. Nao foi observada Tecido cutaneo normal.
Grupo controle| area correspondente a processo de reparagdo.
forte
187/15 12 Semelhante ao caso 11 Sem evidencia de area de cicatrizagdo.
Grupo controle
forte
188/15 13 Processo similar ao G1. Entretanto ndo foi observada reagdo do tipo corpo | Processo evoluindo adequadamente para a
Grupo controle | estranho cicatrizagao.
forte
189/15 14 Semelhante ao caso 11 Sem evidencia de area de cicatriza¢do
Grupo controle
forte
190/15 I5 Semelhante ao caso I3 Processo evoluindo adequadamente para a

Grupo controle
forte

cicatrizagao.
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191/15 1 Semelhante ao caso I5 Processo evoluindo adequadamente para a
Grupo controle cicatrizagcdo.
moderado
192/15 J2 A histologia mostrou lesdao em cicatrizagdo, com pequena crosta | Cicatrizagao adequada com pequenas
Grupo controle | |evemente piogénica. No tecido adiposo subcutaneo notou-se macréfagos | alteragdes, considerados insignificantes.
moderado | ¢om substancia basofilica (grupos). Esteatite
193/15 3 Semelhante ao caso J1. Processo evoluindo adequadamente para a
Grupo controle cicatrizag3o.
moderado
194/15 a4 Semelhante ao caso J3 Processo evoluindo adequadamente para a
Grupo controle cicatrizagdo.
moderado
195/15 5 Semelhante ao caso 11 Evidencia histolégica de tecido cutaneo normal.
Grupo controle
moderado
196/15 K1 Sol. Cicatrizacs telizacs rmanéncia de crosta superficial Processo evoluindo adequadamente para a
Extrato 1 icatrizacdo com epitelizagdo, permanéncia de cro up . cicatrizagdo.
197/15 K2 Sol. A biopsia ndo mostrou area de ferida e cicatrizagao. Sem evidencia de drea de cicatrizagao.
Extrato 1
198/15 K3 Cicatrizacdo em evolugdo dentro do padriao adequado, sem crosta e | Processo evoluindo adequadamente para a
Sol. Extrato 1 | rea¢do inflamatéria. A modelagio é avancada e ndo foi observada as | cicatrizagdo.
papilas e cristas dérmicas.
199/15 K4 Sol. A biopsia ndao mostrou area correspondente a cicatrizagao. Sem evidencia de area de cicatrizacao.

Extrato 1
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200/15 K5 Sol. Semelhante ao K3 Processo evoluindo adequadamente para a
Extrato 1 cicatrizagao.
. . Processo evoluindo adequadamente para a
201/15 L1 Gel Biopsia apenas com pequeno segmento correspondente a ferida, onde cicatrizaggio
extrato 1 descreve-se a presenca de tecido de granulagao tardio e epitelizagao.
202/15 L2 Gel Biopsia de pele de morfologia habitual, sem evidencias de lesdo e/ou Sem evidencia de area de cicatrizagao
extrato 1 cicatrizag3o.
203/15 L3 Lesao com epitelizagdo. O conjuntivo dérmico com um aspecto hidratado. | Cicatrizacdo evoluindo adequadamente e
Gelextrato1l | Observou uma area no derma com reagao tipo corpo estranho e presenca | reagdo dérmica profunda e muscular
de fibra vegetal. Também presenca de reagao inflamatéria no estrato | inflamatoria crénica ativa.
profundo.
204/15 L4 Semelhante ao caso 201/15 (L1). O conjuntivo dérmico com vacuoliza¢gdes | Processo evoluindo adequadamente para a
Gel extrato 1 | jntersticiais (hidratagdo?). No derma também notou-se alguns macréfagos | cicatriza¢do.
com substancia basofilicas citoplasmaticas.
205/15 L5 Gel Area correspondente a cicatrizagdo apresentando morfologia e Processo evoluiu adequadamente
extrato 1 normalidade descrita para o tecido cutaneo. para acicatrizagdo
206/15 M1 Ferida bem extensa, sem epitelizagdo superficial com grande crosta Cicatrizacio instével. P 22 intenss
Sol. Extrato 2 | jnfiltrada por pidcitos. Na fenda notou-se reagdo com tecido em |~ca nzaga'o ihstavel. Frocesso por 2= Intensao
~ . . o . nao resolvido.
modelacdo e o tecido adiposo chega a regidao sub- crostal (perda do tecido
dérmico [cirargica?])
207/15 M2 Ferida similar ao caso 206/15 (M1). Entretanto foram observados | Cicatrizagdo instavel. Processo por 22 intensido

Sol. Extrato 2

fragmentos vegetais e uma reagao inflamatdria intensa na ferida cirurgica
com neutrofilos e macréfagos predominando e algumas células com
substancia basofilica citoplasmatica.

nao resolvido.
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208/15 M3 Auséncia de epiteliza¢do. Ferida extensa coberta por crosta com pidcitos. | Cicatrizagdo instavel. Processo por 22 intensao
Sol. Extrato 2 | O tecido adiposo chega as margens da crosta (possivel remogdo profunda | ndo resolvido.
do retalho cutaneo [cirtrgica?], comprometendo o derma). Algumas areas
pequenas em tecido de granulacao e, nas margens, tecido em
remodelagao
recente.
209/15 M4 Ferida com grande crosta com pidcitos. Reagdo inflamatdria leve no | Cicatrizagdo instavel. Processo por 22 intensao
Sol. Extrato2 | derma, que apresentou tecido de granulagdo. Nas margens da ferida | n3o resolvido.
notou-se tecido em modelagao.
210/15 M5 Ferida com epitelizacdo e tecido conjuntivo dérmico neoformado minimo | Processo evoluindo para a cicatrizagdo.
Sol. Extrato 2 | (pouco) e em uma das margens ele n3o esta presente e o tecido adiposo
predomina (Perda dérmica cirargica?).
211/15 N1 Semelhante ao 208/15 (M3). Entretanto presenciou-se pequeno seroma | Cicatrizagdo instavel. Processo por 22 intensio
Sol. Extrato 2 | sub- crostal e células com substancias basofilica citoplasmatica (pode ser a | ndo resolvido.
absor¢ao de substancia do extrato utilizado no experimento). Uma
altera¢ao sem importancia considerando a evolugao.
212/15 N2 A epiderme e derme mostraram-se intactas, portanto, nao foi observada | Sinais de uma cicatrizagdo instavel. Processo
Sol. Extrato 2 | ferida cirargica (o que pode ter ocorrido? Coleta e/ou inclusdo defeituosa). | ndo resolvido.
Entretanto, no segmento muscular, presenciou focos de inflama¢ao com
piocitos, fibras vegetais. Um grande seroma estava presente nesta area.
213/15 N3 Lesdo semelhante ao caso 212/15 (N2). A reagdo celular mostrou-se mais | Sinais de uma cicatrizacdo instavel. Processo
Sol. Extrato 2 nao resolvido.

intensa e extensa, sendo observada grande cole¢do substancia basofilica
(solugao do extrato?). A ferida cirurgica foi observada em um dos cortes e
demonstrou epitelizagao.
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214/15 N4 Altera¢do semelhante ao caso 203/15 (L3). Células com substancia| Cicatrizagdo evoluindo adequadamente
Sol. Extrato 2 | pasofilica presente na area de destruigdo da musculatura superficial. e reacdao dérmica profunda e muscular
inflamatdria cronica ativa
215/15 N5 Semelhante ao caso 208/15 (M3). Entretanto existe derma com reparag¢do | Cicatrizacdo instavel. Processo por 22 intensao
Sol. Extrato 2 | conjuntiva e ndo de tecido adiposo. Presenga de seroma moderado e nao resolvido
substancia basofilica em células ou em pequenas coleg¢des.
216/15 o1 Semelhante ao caso 203/15 (L3). Entretanto sem reacdo do tipo corpo Cicatrizagdo evoluindo adequadamente
Sol. Extrato 2 | estranho e de alterag¢do profunda envolvendo a musculatura esquelética.
217/15 02 Semelhante ao 216/15 (01). Presenciou-se ainda focos tipo corpo| Cicatrizacdo evoluindo com  pequenas
Sol. Extrato 2 | estranho, com fibras vegetais, na drea muscular superficial presen¢a de | altera¢des, consideradas moderadas.
fibrose.
Células com substancia basofilica citoplasmatica vista nessa area.
218/15 03 A drea de cicatrizagdo mostrou-se adequada e com o conjuntivo modelado | Cicatrizagdo evoluindo adequadamente
Sol. Extrato 2 | em mais hidratado e vacuolar. Como achado acidental observou-se dois
cistos dermaides.
219/15 o4 Cicatrizacdo evoluindo adequadamente. Observou-se discreta reacdo ao| Cicatrizagdo evoluindo adequadamente.
Sol. Extrato 2 | pjvel do tecido adiposo subdermico com fibrose. Esteatite cronica
220/15 05 Semelhante ao caso 219/15 (04) Cicatrizacdo evoluindo adequadamente.
Sol. Extrato 2 Esteatite cronica
221/15 P1 Cicatrizacdo evoluindo adequadamente. Entretanto, o tecido adiposo | Cicatrizacdo evoluindo adequadamente.
Gel extrato 2 | sybcutaneo mostrou reacdo inflamatéria com macréfagos, neutréfilos e | Esteatite cronica
linfocitos (esteatite cronica).
222/15 P2 Semelhante ao caso 221/15 (P1). Os focos de esteatite foram menos | Cicatrizacdo evoluindo adequadamente.

Gel extrato 2

intensos. Células com substancia basofilica citoplasmatica. Obs.: notou-se
um granuloma corpo estranho com fibra vegetal.

Esteatite cronica
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223/15 P3 Gel Semelhante ao caso P2. No entanto os focos de inflamagdo no subcutaneo | Cicatrizacao evoluindo adequadamente.
extrato 2 foram pequenos e discretos. Sem células com substancia basofilica. Esteatite cronica
224/15 P4 Gel Semelhante ao caso P3 Cicatrizacao evoluindo adequadamente.
extrato 2 Esteatite cronica
225/15 P5 Gel Semelhante ao caso P2 Cicatrizacao evoluindo adequadamente.
extrato 2 Esteatite cronica
226/15 Q1 Cicatrizacdo adequada e processo bem evoluido. O tecido conjuntivo| Cicatrizagao evoluindo adequadamente.
Sol. Extrato 2 | proliferado (cicatricial) em modelag3o.
227/15 Q2 Semelhante ao caso Q1. Observou- se apenas uma pequena area na| Cicatrizagao evoluindo adequadamente.
Sol. Extrato 2 | musculatura superficial com células apresentando substancia basofilica.
228/15 Q3 Semelhante ao caso Q1, em remodelagao avangada. Cicatriza¢do evoluindo adequadamente.
Sol. Extrato 2
229/15 Q4 Semelhante ao caso Q1. Cicatrizacdo evoluindo adequadamente.
Sol. Extrato 2
230/15 Q5 Semelhante ao caso Q1. Cicatrizacdo evoluindo adequadamente.
Sol. Extrato 2
231/15 R1 Sol. Semelhante ao caso Q1. Cicatrizacdo evoluindo adequadamente.
Extrato 2
232/15 R2 Sol. Semelhante ao caso Q1. Cicatrizacdo evoluindo adequadamente.
Extrato 2
233/15 R3 Sol. Semelhante ao caso Q1. Cicatrizacao evoluindo adequadamente.
Extrato 2
234/15 R4 Semelhante ao caso Q1. Entretanto, observou substancia basofilica em Cicatrizacao evoluindo adequadamente.

Sol. Extrato 2

células e uma pequena colegdo desta substancia. E também pequenos
focos de esteatite no tecido adiposo.

Esteatite cronica.
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235/15

R5 Sol.
Extrato 2

Semelhante ao caso Q1.

Cicatrizacao evoluindo
Esteatite cronica.

adequadamente.

Prof. Dr. Washington Luiz Assuncao Pereira




