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RESUMO

INTRODUCAO: As plantas medicinais e outros produtos naturais S40 recursos
terapéuticos amplamente utilizados no auxilio da cicatrizagdo de feridas cutaneas
dos primérdios da civilizacdo até a atualidade. Dentre as plantas utilizadas para
tratamento de feridas infectadas, a Croton urucurana se destaca, por ser uma planta
com poderes curativos e que aceleram o processo de cicatrizacdo. OBJETIVO:
Avaliar a atividade cicatrizante de extratos das cascas do caule de Croton urucurana
nas feridas cutaneas de camundongos, induzidas pelo veneno de Bothrops moojeni.
METODOLOGIA: O extrato etandlico das cascas do caule da Croton urucurana
(EECC) obtido através de um processo de maceracdo dinamica, foi diluido em
solugéo salina para obtencdo das concentracdes de 10%, 20% e 40%. Foi realizado
um experimento piloto para determinacdo da dose minima necrosante, utilizando
camundongos (n=5) da linhagem Swiss, machos, com massa corpérea variando de
18 a 25¢g. Para avaliacdo da atividade cicatrizante foram utilizados camundongos
(n=60) da mesma espécie e com as mesmas caracteristicas, distribuidos
aleatoriamente em cinco grupos de doze animais cada (n=12): GC — Grupo Controle,
GS - Grupo Soro, GT1 — Grupo Tratamento com EECC a 10%, GT2 — Grupo
Tratamento com EECC a 20% e GT3 — Grupo Tratamento com EECC a 40%. Para
inducéo da ferida, os animais foram anestesiados via intramuscular com tiopental
sédico na dose de 40 mg/Kg. Apos a tricotomia no dorso do camundongo, foi
inoculado intradermicamente 120 pg/50 pL de salina, afim de se obter uma
necrose.RESULTADOS: A dose minima necrosante do veneno de serpente
Bothrops moojeni em camundongo é de 120 ug de peconha diluida em 50 pL salina
intradermicamente da regido dorsal. Houve retracdo significativa das feridas
cutaneas do grupo GT1 nos dias 7° e 12° em relagéo ao grupo GC. Houve retracao
significativa das feridas cutaneas do grupo GT2 e GT3 no 12° dia em relacdo ao
grupo GC. A analise histolégica dos grupos GT1, GT2 e GT3 permitem concluir que
as feridas cutaneas apresentam processo de cicatrizacdes evidentes em 12 dias de
tratamento em relacdo ao grupo GC, por estimular a angiogénese, neoformacgéo dos
foliculos pilosos e reparacédo fibrosa. CONCLUSAO: As feridas cutaneas em
camundongos induzidos pela peconha de Bothrops moojeni quando tratadas com
EECC (10%, 20% e 40%), apresentam um processo de cicatrizacdo mais acelerado
em relacdo ao grupo controle.

Palavras-chave: Croton urucurana, Cicatrizagao de feridas, Bothrops moojeni.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The herbal and other natural products are widely used therapeutic
resources to aid the healing of skin wounds of early civilization to the present. Among
the plants used for treatment of infected wounds, the Croton urucurana stands out for
being a healing plant that accelerates the healing process. OBJECTIVE: To evaluate
the healing activity of extracts of the stem bark of Croton urucurana skin wounds in
mice, induced by Bothrops moojeni. METHODOLOGY: The ethanolic extract from the
stem bark of Croton urucurana (EECC) obtained through a maceration dynamic
process, was diluted in saline to obtain concentrations of 10%, 20% and 40%. It was
stablished a pilot experiment to determine the minimum dose necrotizing using mice
(n = 5) of Swiss lineage, males with body mass index ranging from 18 to 25g. To
evaluate the healing activity, it was performed in mice (n = 60) of the same type and
with the same characteristics were randomly divided into five groups of twelve
animals each (n = 12): GC - Control Group, GS - Group Soro, GT1 - Group
Treatment with 10% EECC, GT2 - Group Treatment EECC to 20% and GT3 - Group
Treatment EECC to 40%. For induction of the wound, the animals were anesthetized
intramuscularly with sodium thiopental at the dose of 40mg/kg. After shaving the
dorsum of the mice,it was inoculated intradermally 120ug/50uL of saline in order to
obtain a necrose. RESULTS: The minimum necrotic dose of venom from Bothrops
moojeni in mice is 120 mg of venom diluted into 50 uL intradermally saline in the
dorsal region. There was a significant decrease of skin wounds of the GT1 group in
7th and 12™ days compared to the GC. There was a significant decrease of skin
wounds of the group GT2 and GT3 on the 12" day compared to the GC.The
Histological analysis of the groups GT1, GT2 and GT3 allows to conclude that the
skin wounds show a process of evident scarring at 12 days of treatment compared to
the GC, by stimulating angiogenesis, neoformation of hair follicles and fibrous repair.
CONCLUSION: The skin wounds in mice induced by the venom of Bothrops moojeni
when treated with EECC (10%, 20% and 40%), have a more rapid healing process in
the control group.

Key Words: Croton urucurana, Wound healing, Bothrops moojeni.
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1. INTRODUCAO

O termo fitoterapia € formado por dois radicais gregos: Phyton e Therapia que
significam planta e tratamento respectivamente, num sentido mais simples sdo o
tratamento por meio de plantas medicinais (OLIVEIRA & AKISUE, 2000). Em outra
concepcgao, a “fitoterapia pode ser definida como o estudo e a aplicagdo dos efeitos
terapéuticos de drogas vegetais e derivados dentro de um contexto holistico” (ELDIN
& DUNFORD, 2001).

Na Mesopotamia (3.000 a.C.) o homem estava sempre a servico dos deuses
e acreditava que as doencas eram castigos pelos pecados cometidos. Na Suméria
foram encontradas placas de barro onde foram descritas varias receitas e
referéncias sobre medicamentos a base de ervas (FERRO, 2008).

A primeira referéncia escrita que foi encontrada sobre remédios utilizando
plantas medicinais foi a obra chinesa por nome Pen Ts’ao (“A Grande Fitoterapia”)
escrita pelo imperador chinés Shen Nung em 2800 a.C. e apresenta uma relacdo
com mais de 360 espécies de plantas que sdo utilizadas até nos dias atuais.
Papiros antigos por volta de 2000 a.C. no Egito informam que muitos médicos ja
utilizavam plantas como remédios na cura de doencas e foram 0s egipcios que
desmistificaram pela primeira vez a fitoterapia relatando tratar de magia (VALE,
2002).

O primeiro tratado médico egipcio usando plantas medicinais foi o papiro
decifrado em 1873 pelo egiptdlogo alemao Georg Ebers. Esse manuscrito é datado
aproximadamente de 1500 a.C., registra mais de 700 substancias utilizadas e 811
prescricdes, como, por exemplo: babosa (Aloe vera), ginseng (Panax spp.), losna

(Artemisia absinthium) e mirra (Commiphora molmol) (DUARTE, 2006).
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Antigos documentos gregos fazem muitas referéncias a dois grupos de
estudiosos sobre plantas medicinais: Asclepiadiae e Rhizotomoki. O primeiro grupo
foi batizado em honra ao deus grego da medicina denominado Asclépio ou
Esculapio, e o segundo grupo descreve os “coletores de raizes”, fornecedores de
plantas medicinais e o primeiro grupo de pessoas a fazerem uma listagem precisa
das propriedades medicinais das plantas que comercializavam, originando um
manual de fitoterapia. Esse manual do século 1V a.C., é o Rhizotomika, compilado
por Didcles, um dos discipulos de Aristételes, contém notas detalhadas sobre os
efeitos fisioldgicos das plantas medicinais (ELDIN & DUNFORD, 2001).

Descrito muitas vezes como o “o pai da medicina”, Hipocrates (468-377 a.C.)
foi um investigador do tratamento holistico, utilizando remédios a base de plantas
medicinais, bem como exercicios e dietas especiais adaptados aos sintomas
individuais de cada paciente, marca registrada da fitoterapia nos dias de hoje
(ELDIN & DUNFORD, 2001).

Dioscorides (78-100 d.C.), médico naturalista, observador dos fundamentos
empiricos, foi importante na historia da fitoterapia por propor compilar um guia
fitoterapico bem abrangente, que mostrasse as caracteristicas das plantas
medicinais, bem como o modo de usa-las (FERRO, 2008).

Remontando ao século | d.C., a obra “De Matéria Medica” (sobre as formas
de curar) composta por cinco volumes, foram os primeiros manuais do género. Os
textos bem detalhados descreviam cerca de 600 espécies de plantas fitoterapicas e
ainda apresentavam informacdes acerca das dosagens sugeridas de varias plantas
medicinais e de seus possiveis efeitos toxicos (ELDIN & DUNFORD, 2001).

Em 131-201 d.C., Galeno relacionou 473 produtos de origem vegetal. Sua

fundamentacéo baseava-se em quatro humores (sangue, linfa, bile e atrabile). Esses
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humores eram associados aos quatro elementos da natureza (fogo, terra, agua e ar).
Assim cada planta medicinal agia conforme o temperamento do paciente (FERRO,
2008).

Na Europa, os escribas continuaram buscando o conhecimento sobre plantas
medicinais por toda a idade média (476-1453 d.C.). Em Bagda uma equipe de
tradutores arabes do século VI, iniciou um trabalho de traducdo das obras gregas
sobre fitoterapia. Trés séculos depois as traducdes arabes foram novamente
traduzidas agora para o latim, contribuindo com a introducdo do pensamento arabe
no ocidente (ELDIN & DUNFORD, 2001; FERRO, 2008).

Ainda na idade média, houve a insercdo de plantas consideradas exéticas
como a noz-moscada e o cravo. Ocorreu também o fortalecimento da Igreja Catdlica,
contudo esta passa a apoderar-se dos escritos cientificos greco-romanos da época
restringindo-os aos mosteiros e promovendo a paralisacdo de novos estudos e
informagdes sobre plantas medicinais. Assim, o uso das plantas medicinais e
também o cultivo das mesmas tornaram-se exclusividades da Igreja Catélica, pois,
qualquer préatica relacionada a essa area era considerada por seus sacerdotes,
como praticas de bruxaria, magia, feiticaria ou alquimia (MARTINS et al., 2000 apud
BADKE, 2008).

Nicolaus de Salerno, da escola de medicina de Salerno, escreveu um extenso
trabalho sobre fitoterapia, por nome de Antidotarium, sendo o centro dos estudos de
farmacia durantes os séculos Xlll e XIV (ELDIN & DUNFORD, 2001).

Para Celso (1493-1541), médico suico, “pai da farmacoquimica” e desafiador
das condutas médicas da época, promoveu uma grande contribuicdo para as novas
descobertas sobre medicamentos. Apreciava 0 misticismo e a alquimia e ainda

popularizou o uso do 6pio por toda Europa. Foi para a idade moderna um grande
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professor de quimica, defendia o uso de produtos quimicos no tratamento de
doencas, além de utilizar esséncias medicinais, tonicos e hidrolatos (VALE, 2002;
FERRO, 2008).

No Brasil, a primeira referéncia sobre plantas medicinais foi no ano de 1500,
por Pero Vaz de Caminha, do grupo de Pedro Alvares Cabral, que descreveu em
uma de suas cartas ao rei D. Manoel as belezas e a importancia das propriedades
medicinais da flora brasileira. Entretanto, ndo se pode desconsiderar a contribuicéo
gque os jesuitas (José de Anchieta e Nobrega em 1560) proporcionaram ao
divulgarem os remédios feitos por plantas medicinais usados pelas populacdes
indigenas brasileiras, informando seus usos e sua toxicidade (FERRO, 2008).

Em 1558, o francés André Thévet publica um livro (Les Singularité de France
Antartiqgue) relatando algumas plantas medicinais encontradas numa de suas
viagens ao Rio de Janeiro. E em 1600 padre Ferndo Cardim dedica um capitulo
sobre ervas medicinais em seu livro o Tratado sobre o Clima e a Terra do Brasil,
onde descreve as propriedades de quinze ervas usadas na época. Foi uma grande
contribuicdo literaria sobre a Historia Natural e cultura indigena (FERRO, 2008;
CARNEIRO, 2011).

Mauricio de Nassau, governador holandés de Pernambuco (1637-1644),
trouxe ao Brasil o astrbnomo e cartografo Jorge Marcgrave (alemdo) e o médico
Guilherme Piso, que estudaram profundamente a fauna e a flora brasileira,
descrevendo toda a cultura brasileira de uma forma bem ampla e também sobre
informagdes empiricas de benzedores, curandeiros, boticarios, bem como indigenas.
Publicaram juntos em 1648 (Amsterdam) doze livros entre eles a Historia Naturalis
Brasiliae e Medicina Brasiliensi. Essas obras foram as maiores da época, sendo

superadas somente a partir do século XIX (FERRO, 2008; CARNEIRO, 2011).
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Também tiveram destaque outros estudiosos que descreveram plantas
medicinais em publicacdes importantes como fontes historicas e cientificas. Pierre
Pomet (1673), farmacéutico, publica Histoire general des drogues e o também
farmacéutico francés Nicole Lémery (1680-1700) o Traite des drogues simples. No
Brasil, Fonseca Henriques (1731) escreve o Ancora Medicinal e Manuel Rodrigues
Coelho (1735) publica monografias nha Farmacopéia Tubalense (FERRO, 2008).

No século XIX, os recursos terapéuticos consistiam de plantas e extratos de
plantas e 0 empirismo da alquimia passa a ser substituido pela quimica experimental
gue permitiu a sintese laboratorial de novas substancias organicas, o que seria fator
determinante da revolucdo tecnolégica e industrial produzindo aceleradamente
novos medicamentos. A fitoterapia passa a ser negligenciada (VALE, 2002; FIRMO
et al., 2011).

Ainda no século XIX, estudiosos realizam grandes descobertas tais como:
Seturner (1806) morfina, Pelletier e Caventou (1818) estrecnina, Wohler (1828)
uréia, Friedrich August Kekulé (1860) acido acético e Adolph von Baeyer (1864)
acido barbitarico. Kekulé e Baeyer contribuiram para a formacdo histéria da
farmacologia na descoberta de novos barbitaricos lipossollveis, bem como
hipnéticos, indutores anestésicos e anticonvulsivantes (VALE, 2002; FERRO, 2008).

Na metade do século XX, os profissionais da area da saude deixam de
estudar as plantas medicinais e passam a estudar os produtos quimicos que delas
sdo extraidos. Assim a fitoterapia foi sendo esquecida para dar espagco ao
medicamentos alopaticos (LOPES, 1996 apud BADKE, 2008; FERRO, 2008).

O século XX foi também marcado por grandes descobertas cientificas, um
dos acontecimentos mais marcantes foi a descoberta da penicilina por Alexander

Fleming (1928), antibiotico importante para a época (PEREIRA, 2005).
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Ainda nesse periodo, com o crescimento da industria farmacéutica o governo
percebe a necessidade da criacdo de leis que regulamentem o funcionamento dos
ervanarios no Brasil, assim a legislacao federal do Brasil (1931) através do decreto
19.606, institui regras para funcionamento de ervanarios, exigindo-se licenca para
especialidades farmacéuticas, exceto para os produtos inclusos nas farmacopéias
(FERRO, 2008).

A Conferéncia Internacional sobre Cuidados Primarios em Saude, promovido
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pelo Fundo das Nag¢bes Unidas para a
Infancia (UNICEF), em Alma-Ata, na antiga URSS (1978), recomendaram a
incorporacdo da medicina tradicional na atencdo primaria de saude e também a
difusdo mundial dos conhecimentos necessarios para o seu uso, considerando as
plantas medicinais importantes instrumentos da assisténcia farmacéutica. Assim, 0s
medicamentos fitoterapicos com finalidade profilatica, curativa e paliativa passaram
a ser oficialmente reconhecidos pela OMS (RODRIGUES, 2004; FERRO, 2008).

O Brasil possui uma situagao privilegiada por possuir a flora mais rica do
planeta em termos de biodiversidade, além da populacdo brasileira estar
culturalmente adaptada ao uso de plantas medicinais. Somente em 1986, com o
relatério final da 8% Conferéncia Nacional de Sadude, ponte para a criagdo do Sistema
Unico de Saude (SUS) em 1988, foi sugerida a introducdo de praticas alternativas a
saude no ambito dos servicos publicos de satude (FERRO, 2008).

A fitoterapia no Brasil foi oficialmente inserida no SUS em 1988, a partir da
publicacdo da resolucdo da Comissdo Interministerial de Planejamento e
Coordenacéo (CIPLAN) que regula, entre outras coisas, a pratica de fitoterapia no

servico de saude nas unidades federadas, além de criar rotinas e procedimentos em
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unidades de cuidados médicos, possibilitando o usuario escolher a terapéutica
preferida (BRASIL, 2012).

O Conselho Federal de Medicina (CFM) sob o parecer n°® 06/1991 reconhece
“a atividade de fitoterapia somente sob a supervisdo médica como pratica
reconhecida pelo Ministério da Saude” e, no ano seguinte, com o parecer n° 04/1992
reconhece a fitoterapia como meétodo terapéutico necessitando de supervisdo
rigorosa do estado por meio da vigilancia sanitaria, exigindo a necessidade de
regulamentacdo da formac&o de recursos humanos dentro dos parametros éticos
(BRASIL, 2006a).

Foi criado o Projeto Farmacias-Vivas (1985), pelo farmacéutico Francisco
José de Abreu Matos, da Universidade do Ceara, com a finalidade de cultivar hortas
de plantas medicinais em pequenas comunidades carentes de atendimento das
atencbes primarias de saude, sem fins lucrativos, porém com assisténcia
farmacéutica fitoterapica de base cientifica e de acordo com as recomendacdes da
OMS (MATOS, 1994).

No Brasil, em 2001, foram realizados féruns, seminérios e conferéncias sobre
plantas medicinais, assisténcia farmacéutica e fitoterapicos, que trouxeram subsidios
para a regulamentacdo e normatizacdo das acdes do governo nessas areas. As
acOes derivadas desses movimentos se concretizaram em 2004 na Politica Nacional
de Assisténcia Farmacéutica (PNAF), Politica Nacional de Ciéncia, Tecnologia e
Inovacdo em Saude (PNCTIS) e na Agenda Nacional de Prioridades de Pesquisa
em Saude (ANPPS). Em 2005, o Ministério da Saude publica o documento “Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos” que ira contemplar servicos e
produtos relacionados a medicina tradicional chinesa/acunpuntura, homeopatia e

plantas medicinais e fitoterapia (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2006b, BARRETO, 2011).
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O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos tem acofes
importantes para a melhoria do acesso da populacdo aos medicamentos tais como:
acesso seguro, uso racional de plantas medicinais, inclusdo social e regional,
incentivo a pesquisa, respeito ao conhecimento indigena, além do uso sustentavel
da biodiversidade brasileira (BRASIL, 2012).

A pratica da legislacdo da fitoterapia facilita a institucionalizacdo num contexto
de progresso e consolidacdo do SUS, aumentando as discussdes sobre a expansao
da humanizacdo dos cuidados de salude nos servicos publicos, melhorando a
assisténcia e participacdo da comunidade e o conhecimento popular. Portanto, a
pratica de medicina fitoterapica € dada como um processo democratico que promove
ao usuario a escolha da melhor terapéutica. Com a criacdo da Estratégia de Saude
da Familia (ESF) aumenta a oportunidade dos usuarios de terem acesso a pratica
de medicina fitoterapica (SANTOS, 2008).

Também foram criados varios programas estaduais e municipais de fitoterapia
implantados no SUS. Algumas capitais como Rio de Janeiro e Distrito Federal
destacam-se por possuirem regulamentos préprios para o servi¢co de fitoterapia no
SUS implementados ha mais de 10 anos. Quanto aos programas municipais, podem
ser citados os de Vitoria (ES), Fortaleza (CE), Curitiba (PR), Campinas (SP), Belém
(PA), Rio de Janeiro (RJ), Ipatinga (MG), Porto Alegre (RS), Goiania (GO), entre
outros (RODRIGUES, 2004).

A fitoterapia atua no ESF como complemento das terapéuticas e apresenta
papel importante em relacdo a orientacdo da populagcdo quanto ao uso
indiscriminado de algumas plantas medicinais, esclarece duvidas e ensina a
utilizacao correta das plantas, pois 0 uso incorreto pode acarretar acidentes graves

(ARNOUS et al., 2005).
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As plantas medicinais podem ser téxicas, causar queimaduras, irritacoes e até
serem letais, porém sua utilidade como adjuvante do tratamento convencional traz
muitos beneficios. S&o classificadas por categoria, de acordo com sua acao no
organismo, como: estimulantes, calmantes, emolientes, fortificantes, acao
coagulante, diuréticas, sudoriferas, hipotensoras, reguladora intestinal, depurativas,
remineralizantes e reconstituintes (ARNOUS et al., 2005; FERRO, 2008).

Pode-se utilizar varias partes das plantas medicinais para se obter a acao
desejada, tais como: raizes, folhas, frutos, sementes, flores, cascas, etc. Porém
existem métodos cientificos padronizados para se realizar a retirada dos principios
ativos de dentro da planta, os principais métodos extrativos sdo: maceracao, infusao,
decoccéo, digestdo, percolacdo, destilacdo, chas, alcoolaturas e cataplasmas
(SIMOES, 1998; FERRO, 2008).

O Brasil possui varias espécies de plantas medicinais, que séo utilizadas
através de chas, garrafadas, cataplasmas entre outros, mas a retirada excessiva das
plantas sem o replantio e a exportacédo (Estados Unidos e Alemanha), fez com que
algumas espécies ficassem ameacadas de extingcdo, tais como: lingua de vaca
(Plantago guilleminiana), jaborandi (Pilocarpus spp.), arnica (Lychnophora ericoides),
fava d’anta (Dimorphandra mollis), pau-brasil (Caesalpinia echinata) e varias outras
espécies (SILVA et al., 2001).

O Ministério da Saude visualizando espécies em extingdo e 0 uso
indiscriminado de plantas medicinais sem nenhuma normatizagéo resolve entéo criar
resolucdes que normatizem o registro, o uso e a comercializacdo dos fitoterapicos
(BRASIL, 2009; RAMALHO, 2012).

A resolugédo RDC n.° 17/2000 do Ministério da Saude normatiza o registro de

medicamentos fitoterapicos junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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(ANVISA), substituida em 16 de Marco de 2004 pela RDC n. ° 48/2004, visando
atualizar a normatizacdo dos registros de medicamentos fitoterapicos. Em 31 de
marco de 2010 a ANVISA regulamenta através da RDC n.° 14/2010 a producdo,
comercializacdo, definicdo de termos técnicos, bem como o modo de usar de cada
fitoterapico de acordo com comprovacdes cientificas que estabelecem a indicacao e
0s possiveis efeitos colaterais (BRASIL, 2000; BRASIL, 2004; TUROLLA, 2004;
BRASIL, 2010).

A RDC n.° 14/2010 estabelece também a lista de 66 espécies de fitoterapicos
indicando nomenclatura botanica, nomenclatura popular, parte utilizada, forma de
utilizacdo, posologia, indicacdo e contra indicacdo, efeitos adversos entre outras
informacBes necessarias a populacdo em geral. Na figura 1 pode-se visualizar
algumas espécies conhecidas, sua homenclatura botanica, nomenclatura popular e

indicacao (BRASIL, 2010).

Nomenclatura botanica Nomenclatura Indicacao
popular

Achillea millefolium Mil folhas Falta de apetite, dispepsia, febre, inflamacgéo e
cOlicas.

Allium Alho Hipercolesterolemia, expectorante e antisséptico.

Sativum

Arnica Montana Arnica Traumas, contusdes, torgoes, edemas e
hematomas.

Baccharis Carqueja Dispepsia

Trimera

Bidens pilosa Picdo Ictericia

Calendula Caléndula Inflamacdes e lesbes, contusdes e queimaduras.

Officinalis

Lippia Alba Erva cidreira Quadros leves de ansiedade e insbnia, como
calmante suave. Cdlicas abdominais, disturbios
estomacais, flatuléncia, digestivo e expectorante.

Passiflora Maracuja Quadros leves de ansiedade e insdnia, como

Edulis azedo calmante suave.

Paullinia Guarana Estimulante

Cupana

Punica Roma Inflamacdes e infec¢des da mucosa da boca e

Granatum faringe como anti-inflamatério e antisséptico.

Rhamnus Céscara Constipacéo intestinal

Purshiana sagrada

Stryphnoden Barbatiméo Lesdes como cicatrizante e antisséptico topico na

drom adstrigens pele e mucosas bucal e genital.

Figura 1. Relacao de algumas espécies de fitoterapicos de acordo com a RDC n. ° 14/2010. Fonte:

BRASIL, 2010.
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A fitoterapia permite que as pessoas interajam com a natureza especialmente
com as plantas medicinais. O acesso a essas plantas permitem tratamento
alternativo e até mesmo coadjuvante para ajudar a cura de doencas. Também esta
inserida na saude publica exigindo que os profissionais estejam preparados para
realizacdo de palestras em educacdo em saude junto a comunidade a fim de
minimizar a ocorréncia de casos de intoxicacdo ou de agravos a saude pelo uso
indevido das plantas medicinais (FRANCA et al., 2008).

1.1. Croton urucurana

A origem da Croton urucurana acredita-se ser indigena por tribos que viviam
no Oceano Indico na ilha de Socotra, porém existe uma grande divergéncia sobre
sua origem e identidade, algumas fontes afirmam que a sangue de dragao provém
das llhas Canérias, Madeira e Sudeste da Asia e também da Africa Oriental e
Ocidental. Os primeiros escritos sobre o seu emprego tradicional na medicina foi
registrado por um naturalista e explorador espanhol chamado P. Bernab '‘Cobo, em
uma de suas expedi¢des. Foi utilizada intensamente por tribos indigenas do México,
Peru e Equador por volta do ano de 1600 (GUPTA et al., 2008).

Por possuir na entrecasca uma resina avermelhada (Figura 2) a Croton
urucurana ficou popularmente conhecida como sangra d’agua, sangue de dragao,

sangue da agua, urucurana e lucurana (LORENZI & MATOS, 2002).
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Figura 2. Resina avermelhada da casca do caule da Croton urucurana. Fonte: Prof.2 Dr.2 Leonice
Manrique Faustino Tresvensol e Prof. Dr. José Realino de Paula - UFG (2010).

Pertencente a familia Euphorbiaceae é uma planta decidua de espécie
arbérea, apresentando arbustos de 07 a 14m de altura (Figura 3) e o tronco variando
de 25 a 35 cm de diametro. O género Croton apresenta varias espécies com
caracteristicas e propriedades semelhantes: C.urucurana, C. salutaris, C. lechleri, C.
planostigma e C. cajucara (LORENZI & MATOS, 2002; MILO et al., 2002; GURGEL

et al., 2005; LORENZI, 2002).

TRV M

Figura 3. Arbusto da Croton urucurana Baill. Fonte: Prof.2 Dr.2 Leonice Manrique Faustino Tresvensol
e Prof. Dr. José Realino de Paula - UFG (2010).
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Comumente encontrada no Paraguai, norte da Argentina, Uruguai e no Brasil
ocorrendo nos estados da Bahia, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso, Goias
e Mato Grosso do Sul. Cresce em solos arenosos e umidos e também em brejos,
guase sempre proximo as bordas de rios (Figura 4), principalmente em areas de
matas ciliares. Seu plantio é indicado em regeneracdes de matas de galerias e é
protegida pela legislacdo ambiental brasileira (LORENZI & MATOS, 2002; ALVES et

al., 2008).

Figura 4. Croton urucurana as margens do Rio Jo&o Leite no municipio de Goiania — Goias. Fonte:
Prof.2 Dr.2 Leonice Manrique Faustino Tresvensol e Prof. Dr. José Realino de Paula - UFG (2010).

Suas folhas apresentam formas simples e ovaladas que lembram um coragao

Figura 5. Folhas da Croton urucurana. Fonte: Prof.2 Dr.2 Leonice Manrique Faustino Tresvensol e
Prof. Dr. José Realino de Paula - UFG (2010).
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Possuem botdes e inflorescéncias com aspecto de espigadas terminais
(Figura 6), que ao final apresentam flores pequenas branco-esverdeadas,
florescendo nos meses de dezembro a junho (LORENZI & MATOS, 2002; LORENZI,

2002).

Figura 6. Flores e inflorescéncias da Croton urucurana. Fonte: Prof.2 Dr.2 Leonice Manrique Faustino
Tresvensol e Prof. Dr. José Realino de Paula - UFG (2010).

Foi utilizada pelos gregos, romanos e arabes por suas propriedades
medicinais, tais como: cicatrizacdo de feridas, diarréia, coagulante, estados febris,
Ulceras de boca, garganta e eczema. Na China fizeram uso em fraturas, leucorreias,
entorses, dores em geral e controle do sangramento menstrual (GUPTA et al.,
2008). No Brasil, se destaca pelas atividades anti-inflamatérias, antiulcerogénica,
cicatrizante, anticancerigena, antibacteriana, analgésica e anti-hipertensiva, além de
mal estar gastrico, alivio de dores, vomitos, diarréia e febres (RANDAU et al., 2004;
PASA et. al., 2005; LORENZI, 2002).

Segundo Rao et al., (2007), aplicada topicamente em feridas e picadas de
insetos promovem a cicatrizagcdo. Esmeraldino et al., (2005), demonstrou que o
extrato aquoso da casca do caule de C. urucurana antagoniza a atividade

hemorragica do veneno de Bothrops jararaca.
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Também utilizada por culturas indigenas do Rio Amazonas para o tratamento
de feridas infectadas e Ulceras, a Croton urucurana possui 0leos essenciais com
caracteristicas antioxidante e adstringente, além de ser apicola e rica em
substancias tandides. Dessa espécie sdo utilizadas algumas partes da planta na
medicina, tais como: as folhas, cascas do caule e o latex ou resina da casca do
caule (PIRES et al., 2004; SIMIONATTO et al., 2007; LOPEZ, 2010).

Estudos de Gurgel et al., (2000) mostraram que a Croton urucurana néo €
potencialmente toxica. Do extrato da casca detectou-se a presenca de varios
terpendides, como t-crotonina, t-desidrocrotonina, acido acetil aleuritdlico, além de t-
desidrocrotonina que tem sido estudada extensivamente por sua atividade
farmacolégica (CAMPOS et al., 2002). Também foi encontrado na seiva da Croton
urucurana agucares como a fucose, arabinose e galactose (MILO et al., 2002).

Estudos realizados com ratos utilizando 200 a 400mg/kg da seiva vermelha
da Croton urucurana evidenciaram que essa nao exerce um efeito sedativo e nem
causa deficiéncias motoras, apresentando um potencial de toxicidade baixo (RAO et
al., 2007).

Oliveira, et al., (2008) identificaram que o latex da Croton urucurana
apresentou atividade antibacteriana com espectro de acdo maior que a atividade
apresentada pelos extratos obtidos das folhas e entrecasca.

A atividade da Croton urucurana se deve a mais de um principio ativo, mas o
mais importante € o alcaloide chamado taspina, conhecida por estimular a contragcéo
da ferida, auxiliar na formacdo da crosta e na regeneracdo da pele, ajudando a
rapida formacao de colageno. Esta acéo se da pelas catequinas e proantocianidinas
presentes e seu mecanismo acdo pode estar relacionado com a estimulacdo da

quimiotaxia de fibroblastos (RISCO et al., 2001).
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1.2. Processo inflamatorio

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, representando 15% de seu peso.
Possui uma complexa estrutura de tecidos adaptada a exercer diferentes funcoes,
tais como protecdo do organismo de agentes externos, barreira contra perda
excessiva de liquidos, regula a temperatura corpérea e percepcdo de estimulos
tateis (SILVA et al., 2007; BORGES et al., 2008).

Esta subdividida em trés partes, dentre elas a epiderme (camada externa)
formada por tecido epitelial, derme (camada intermediaria) formada por tecido
conjuntivo e hipoderme (camada interna ou subcutanea). A epiderme,
histologicamente constituida das camadas basal, espinhosa, granulosa, licida e
cornea € um importante O6rgdo sensorial. Na derme, encontramos 0S vasos
sanguineos, linfaticos, foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas, pelos e
terminacfes nervosas, além de células como: fibroblastos, mastdcitos, macrofagos,
plasmdcitos entre outros. A hipoderme é constituida exclusivamente de tecido
adiposo (NITZ et al., 2006; SILVA et al., 2007).

Por ser a primeira barreira de protecdo do organismo contra agentes
externos, a pele esta sujeita a constantes agressdes que no momento do trauma
interrompe conexdes vasculares e nervosas da pele, sendo que, quanto mais
extenso for o traumatismo, maior € o nimero de elementos lesados (BORGES et al.,
2008).

Ao ocorrer a ruptura da pele, na membrana das mucosas ou oOrgaos, as
funcdes basicas de protecdo da pele ficam comprometidas, resultando em feridas

elou lesdes causadas por um agente fisico, quimico ou bioldgico e dependendo da
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intensidade do trauma, a ferida pode ser considerada superficial ou grave (CUNHA,
2006; BORGES et al., 2008).

A classificacao constitui importante forma de sistematizacdo, necessaria para
0 processo de avaliacéo e registro. Assim, as feridas podem ser classificadas como:
cirdrgica e ndo cirdrgica (SANTOS, 2000); simples, complexas, penetrantes e
complicadas (MAVIOSO, 2003); agudas e cronicas (BLANES, 2004); limpas, limpas
contaminadas, contaminadas e infectadas (GEOVANINI et al., 2007); superficial,
profunda superficial e profunda total (BORGES et al., 2008); patolégicas e
iatrogénicas (GEOVANINI et al., 2007; BORGES et al., 2008) e acidentais ou
traumaticas (COLTRO et al., 2010).

A pele guando lesada, independentemente da etiologia da ferida, inicia o
processo denominado cicatrizagdo. O processo de cicatrizacdo de feridas é
composto de uma série de estagios complexos, interdependentes e simultaneos,
que sdo descritos em trés fases: a) inflamatoria (defensiva ou reativa), b) proliferativa
(reconstrucéo) e c) de maturacéo (remodelagem) (BORGES et al., 2008; ISAAC, et
al., 2010).

A fase inflamatéria é a reacao imediata apés o inicio do trauma e é definida
como uma reacéo local dos tecidos a uma agresséao, caracterizada por alteracdes do
sistema vascular, dos componentes liquidos e celulares. Pode ser provocada por
fatores enddgenos ou exdgenos e tem duragdo de 48 a 72 horas. Ocorre a ativacdo
da cascata de coagulacdo, onde varios mediadores inflamatérios sao produzidos e
liberados por plaquetas e mastdcitos. Estes sdo elementos-chave para orquestrar as
reacoes inflamatorias em resposta aos ferimentos, além de induzir os sinais e
sintomas do processo, tais como aumento da permeabilidade vascular e dor, a

vasodilatacao (calor e rubor) e quimiotaxia dos leucdcitos, principalmente neutrofilos
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e macrofagos (TEIXEIRA et al, 2003; MONTENEGRO & FRANCO, 2004;
TSIROGIANNI et al.,, 2006; HATANAKA & CURI, 2007; LIMA et al.,, 2007,
LARRARTE et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2009).

Os mediadores inflamatorios originarios do plasma (cininas e proteinas do
sistema de coagulacdo e derivados) ou de células (eicosandides, citocinas,
qguimiocinas, histamina, serotonina e prostaglandina) sdo produzidos na circulacéo
ou na proximidade do ferimento por células endoteliais e células residentes. As
prostaglandinas sdo essenciais no processo de cicatrizacdo, pois, favorecem a
exsudacdo vascular, estimulam a mitose celular e a quimiotaxia de leucdcitos
(TEIXEIRA et al., 2003; HATANAKA & CURI, 2007; TAZIMA et al., 2008; TEIXEIRA
et al., 2009).

O segundo estagio do processo de cicatrizacdo é a fase proliferativa que se
inicia por volta do 3° dia apds a lesdo e dura de 2 a 3 semanas. Caracteriza - se
pelos seguintes fendmenos: fibroplasia, angiogénese, formacdo do tecido de
granulacdo, contracdo da ferida e reepitelizagdo. O tecido de granulagdo é
constituido por um leito capilar, fibroblastos, macréfagos, rede de colageno,
fibronectina e &cido hialurénico (TAZIMA et al., 2008; ISAAC et al., 2010).

A fibroplasia realizada pelos fibroblastos tem fungéo de sintetizar e secretar
colageno, elastina e proteoglicanos. O colageno é reponsavel pela sustentacdo e
forca tensil da cicatriz, porém o processo de cicatrizacdo nao se encerra ao final da
sintese do colageno, mas continua sob a forma de remodelacdo (TORRES-NETO et
al., 2007; BORGES et al., 2008; TAZIMA et al., 2008).

A angiogénese é o0 processo de formacdo de novos vasos sanguineos,
também responsavel pela nutricdo do tecido e aumento do aporte de células como

macrofagos e fibroblastos para o local da ferida. A etapa final da fase proliferativa é
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a reepitelizacdo (reestruturar funcbes da epiderme) e contracdo da ferida onde as
margens do ferimento sédo unidas (TAZIMA et al., 2008; ISAAC et al., 2010).

Por fim o terceiro e Ultimo estagio é a fase de maturacdo, também chamada
de fase de remodelagem e consiste na reorganizacao das fibras colagenas que € um
processo que permite o tecido cicatricial aleatoriamente depositado na ferida, seja
orientado de forma linear e lateral (MANDELBAUM et al., 2003; SILVA et al, 2007).

Nos dias de hoje, vivenciamos uma revolucdo na abordagem e terapéutica de
feridas, principalmente quanto aos tratamentos tépicos. O tratamento de feridas é
denominado terapia topica da lesdo e tem dois componentes fundamentais: a
limpeza (que inclui o debridamento) e a cobertura (SANTOS, 2000; GEOVANINI et
al., 2007).

A escolha do tratamento para uma ferida depende do seu grau de
contaminagcdo, da maneira como foi produzida, dos fatores locais e sistémicos
relacionados com o processo de cicatrizacdo e da presenca ou ndo de exsudatos.
Além disso, deve ser avaliada a dor, edema, extensédo e profundidade da leséo, as
caracteristicas do leito da ferida, caracteristicas da pele ao redor e exsudato. E feito
através de curativos que € a protecdo da lesdo ou ferida, contra a acao de agentes
externos fisicos, mecéanicos ou bioldgicos, consiste na limpeza e aplicacdo de
produtos e coberturas estéreis, com a finalidade de promover a rapida cicatrizacédo

(BLANES, 2004; GEOVANINI et al., 2007).

1.3. Inflamagéo provocada por envenenamento botropico

O veneno de uma serpente possui varios componentes, dentre eles

substancias como proteinas, toxinas ou enzimas com atividades toxicas,
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carboidratos, lipidios, aminas biogénicas, nucleotideos, aminoacidos, peptideos e
componentes inorganicos, que podem causar feridas agudas, variando em tamanho
e complexidade e dependendo do volume e tipo de toxina, injetada com a picada
(CAPRONI, 2009; LEE & HANSEN, 2009).

A sintomatologia tipica do envenenamento botrépico é causada por
componentes cujas atividades estdo relacionadas a trés atividades principais:
proteolitica ou inflamatéria aguda, coagulante e hemorragica (RIBEIRO & JORGE,
1997).

A atividade proteolitica, que é de suma importancia para a caracterizacao
clinica do acidente, resulta atividade inflamatdria aguda responsavel pelas
alteracdes que ocorrem no local da picada. A dor € imediata e de intensidade
variavel, seguida de eritema e edema local. As equimoses, bolhas e necroses
podem aparecer em dias sucessivos. A acdo coagulante se deve a uma fracdo do
veneno do tipo protombina que ativa a coagulacdo e por ultimo a atividade
hemorragica com ruptura da integridade do endotélio vascular, podendo ocasionar
hemorragias em diversos locais (AZEVEDO-MARQUES et al., 2003).

Uma das complicacdes locais mais graves, causadas pelo envenenamento
botrépico sdo o abscesso e a necrose. O abscesso causado pela acdo proteolitica
do veneno favorece o aparecimento de infec¢cdes locais, pois, 0s agentes
patogénicos que causam essa infeccdo podem provir da boca do animal ou da pele
do acidentado. As bactérias isoladas desses abscessos sao bacilos Gram-negativos,
anaerobios e, mais raramente, cocos Gram-positivos. A necrose causada
principalmente pela agéo proteolitica do veneno esta associada a isquemia local
decorrente de lesdo vascular e de outros fatores como infeccéo, trombose arterial,

sindrome de compartimento ou uso indevido de torniquetes (BRASIL, 2001).
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A necrose coagulativa com hialinizacdo das fibras musculares esta associada
a hipoxia celular e a compressao, ocasionada pela intensa hemorragia que impede a
adequada oxigenacao dos tecidos nessa area (CALDAS et al., 2008). A diminuicao
do fluxo sanguineo local provoca uma diminuicdo da respiragcdo mitocondrial,
causando alteracées na membrana celular, como diminui¢cdo da eliminac&o de sédio,
com consequente aumento da relacdo Na/K e aumento de agua no interior da célula
(ROCHA, 2003).

Estas reacdes sdo de extrema importancia nestes envenenamentos por se
iniciarem imediatamente apdés a picada e terem uma rapida progressao.
Experimentalmente, Gongalves & Mariano (2000) demonstraram gque um minuto
apos a injecdo do veneno de Bothrops jararaca na bolsa escrotal de ratos ocorre
desorganizacao das fibras coldgenas e desgranulacdo de mastdcitos. Dado esse de
extrema relevancia, uma vez que estas células possuem no interior de seus granulos
histamina, uma amina vasoativa responsavel pelo aumento da permeabilidade
celular.

Devido a sua rapida progresséo, as reacdes locais induzidas por venenos
botrépicos sdo pouco neutralizadas pela soroterapia. A literatura demonstra que o
soro antibotropico é eficiente em inibir o edema induzido pelo veneno de Bothrops
jararaca e Bothrops asper em ratos, somente quando administrado antes do
envenenamento ou imediatamente apés a injecao do veneno (PICOLO et al., 2002).

O tratamento especifico consiste na administracdo, 0 mais precocemente
possivel, do soro antibotropico (SAB) por via intravenosa e, na falta deste, das
associacdes antibotropico-crotalica (SABC) ou antibotropicolaguética (SABL). Como
tratamento geral, sdo tomadas medidas, tais como, elevacéo e extensdo do membro

afetado pela picada, uso de analgésicos para alivio da dor, hidratacdo e
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antibioticoterapia. Como tratamento das complicacdes locais, como por exemplo, as
necroses, sdo indicadas debridamento de areas necrosadas delimitadas e a
drenagem de abscessos (BRASIL, 2001).

Alguns fitoterapicos também séo utilizados no tratamento de feridas
necrosadas causadas por acidentes botropicos. No estudo de Borges (2011), feridas
cutaneas necrosadas em camundongos causadas por acidente botropico, foram
tratadas com extrato das folhas e da raiz da Cassia ocidentalis a 10% e
apresentaram processo de cicatrizacdo completo em 14 dias de tratamento.

O extrato da Calendula officinalis utilizado em feridas necrosadas por
envenenamento ofidico promoveu atividade antiinflamatoria, analgésica e
bactericida, além de proteger contra a acdo miotoxica da peconha (MISE et al.,
2009).

Em outro estudo com camundongos e acidentes botrépico, Silva & Fernandes
(2008), demonstraram que a Marsypianthes chamaedrys promoveu um aumento do
namero de linfocitos e a diminuicdo de neutrdéfilos no periodo de 6 horas, sugerindo
assim que a planta inibe a resposta inflamatoria.

Na medicina popular brasileira as plantas de diversas regides do pais sao
utilizadas com o intuito de promover uma melhor cicatrizacado de feridas cutaneas,
entre elas pode-se citar a Croton urucurana, por ser uma planta com poderes
curativos e que aceleram a cicatrizacdo (LORENZI & MATOS, 2002; SIMIONATTO

et al., 2007).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade cicatrizante de extratos das cascas do caule de Croton
urucurana nas feridas cutdneas de camundongos, induzidas pelo veneno de

Bothrops moojeni.

2.2. Objetivos especificos

a) Determinar a dose minima necrosante do veneno da serpente Bothrops
moojeni

b) Determinar o grau de contracdo das feridas cutdneas em camundongos,
induzidas pelo veneno de serpente Bothrops moojeni

c) Avaliar histologicamente a atividade cicatrizante de extratos das cascas do
caule de Croton urucurana em feridas cutaneas de camundongos, induzidas

pelo veneno de serpente Bothrops moojeni



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Tipo de estudo

Pesquisa experimental analitica. Realizada de acordo com os principios éticos
da experimentacdo animal, Resolucdo N° 879 do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria, Lei N° 11764/08. E conta com o parecer favoravel pela Comissédo de
Etica em pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica de Goias (parecer N°

001/2010).

3.2. Local de estudo

O experimento foi realizado no biotério do Centro de Estudos e Pesquisas
Bioldgicas (CEPB/PUC-GO). O biotério conta com area adequada para o alojamento
dos animais em sala climatizada com temperatura controlada entre 23 e 20C,

umidade relativa do ar de 50-70% e observacao de fotoperiodo claro/escuro de 12 h.

3.3. Material botanico

O material boténico, constituido por cascas do caule da Croton urucurana
foram coletadas em Goiania, no més de Junho/2010 periodo de floragdo da Croton
urucurana, as margens do Rio Jodo Leite, pois, € uma espécie arbOrea sempre
encontrada as margens de rios, desde a beira d’agua até as bordas externas das
matas ciliares. Uma exsicata se encontra depositada no herbario da Universidade

Federal de Goias (UFG), sob o0 N°43. 857.
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3.4. Extrato etandlico bruto

Em vérios estudos foram utilizadas partes da planta, tais como: as folhas,
cascas do caule e o latex ou resina da casca do caule (PIRES et al.,, 2004;
SIMIONATTO et al., 2007; LOPEZ, 2010). Foi demonstrado que no extrato da casca
detectou-se a presenca de varios terpendides que tem sido estudada
extensivamente por sua atividade farmacolégica conhecida por estimular a
contracao da ferida (RISCO et al., 2001; CAMPOS et al., 2002). A seiva contém mais
acucares do que terpenoides, apresentando atividade antibacteriana com espectro
de acdo maior do que atividade cicatizante (OLIVEIRA, et al. 2008). Desta forma,
justifica-se a escolha do extrato em estudo.

As cascas do caule foram fragmentadas e colocadas em estufa com
ventilacdo forcada a 40°C, até secagem. A amostra foi triturada em moinho de facas
tipo Willey, até obtencédo do po.

O po6 obtido das cascas do caule da Croton urucurana foi acondicionado em
recipiente adequado e submetido a um processo de maceracdo dinamica a frio em
um agitador mecanico, por quatro horas, usando etanol a 96% P.A. O extrato obtido
foi filtrado e concentrado em rotaevaporador em temperatura a 40°C. O residuo
vegetal foi extraido mais trés vezes pelo mesmo processo e as fracées reunidas e
concentradas, constituindo o extrato etandlico bruto das cascas do caule da Croton
urucurana (EECC), de acordo com o protocolo utilizado por Ferri (1996).

Utilizou-se um célculo matematico através da regra de trés simples para
encontrar o valor necessario de gramas (extrato) para diluicio em porcentagem.
Assim o extrato foi diluido proporcionalmente em solucdo salina (SF 0,9%) para

obtencéo das concentracdes de 10%, 20% e 40%.
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3.5. Populacao/amostra

Foram utilizados para este estudo camundongos Swiss, machos, com massa
corporea variando de 18 a 25 g, ndo-isogénicos, provenientes de colbnias mantidas
no Biotério da Industria Quimica do Estado de Goias (IQUEGO) e mantidas no
biotério do Centro de Estudos e Pesquisas Bioldgicas, da Pontificia Universidade
Catolica de Goias (CEPB/PUC-GO).

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, individualmente. A
cama dos animais foi preparada com palha de arroz seca trocada a cada 48h. Para
a realizacdo dos testes foi observado o periodo minimo de cinco (05) dias de
aclimatacdo dos animais ao novo ambiente.

A alimentacdo foi com racdo comercial (Labina/Purina) de boa qualidade e
adequada as necessidades nutritivas dos animais. Nao houve restricdo a

alimentacdo e 4gua durante o experimento.

3.6. Determinacdo da dose minima necrosante

A ferida a ser tratada foi provocada pela injecdo do veneno bruto de Bothrops
moojeni. Para definir a dose minima necrosante (DMN), foi realizado um
experimento piloto, utilizando cinco camundongos.

Os camundongos foram anestesiados com tiopental sédico na dose de
(40mg/kg). Depois de anestesiados receberam intradermicamente na pele da regiao
dorsal a peconha em diferentes concentragcdes. O camundongo 1 foi inoculado com
50 pg/50 pL de salina, camundongo 2 com 80 pg/50 pL de salina, camundongo 3

com 100 pg/50 pL de salina, camundongo 4 com 120 pg/50 pL de salina e
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camundongo 5 150 pg/50 pL de salina, a fim de provocar uma necrose com 10mm
de diametro.
Ao final do experimento piloto todos os animais foram sacrificados por

deslocamento cervical e posteriormente cremados.

3.7. Avaliacédo da atividade cicatrizante

Os animais foram pesados e distribuidos aleatoriamente em cinco grupos de
doze animais cada (n=12): GC — Grupo Controle, cujas feridas ndo receberam
nenhum tipo de tratamento, GS — Grupo Soro, cujas feridas foram tratadas com
solucéo salina, GT1 — Grupo Tratamento, cujas feridas foram tratadas com o extrato
etandlico das cascas de Croton urucurana (EECC) na concentracdo de 10%, GT2 —
Grupo Tratamento, cujas feridas foram tratadas com o extrato etandlico das cascas
de Croton urucurana (EECC) na concentracdo de 20% e GT3 — Grupo Tratamento,
cujas feridas foram tratadas com o extrato etandlico das cascas de Croton urucurana
(EECC) na concentracao de 40%.

Foi injetado 120 pg de peconha diluida em 50 uL salina na pele da regiao
dorsal dos camundongos. Apds 24 horas da obtencdo da ferida pela injecdo do
veneno bruto de Bothrops moojeni, iniciou-se pela manha os curativos nos diferentes
grupos exceto o grupo controle (GC). Os curativos foram realizados diariamente no
mesmo horario, sempre na parte da manha das 08hs as 11hs.

Foram instiladas através de pipetas automaticas 100 pL da solucdo teste
(EECC) nas devidas concentracdes de acordo com o grupo, nas feridas dos animais

por quinze dias.
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Todos os animais foram examinados diariamente quanto ao aspecto geral,
ocasido em que se procedia a avaliagdo macroscopica da ferida, observando-se a
presenca ou auséncia de hemorragia, exsudato e crosta, presenca ou ndo da perda
de pélos e bordas da ferida, sendo os dados registrados em fichas individuais. Dois
animais de cada grupo eram eutanaziados por deslocamento cervical aos 2, 7, 12 e
15 dias de tratamento, para a colheita de fragmento de pele na area da ferida,
conforme protocolos preconizados por Lopes et al. (2005) e Garros et al. (2006).

Para a andlise morfométrica, as feridas foram fotografadas nos dias 2, 7, 12 e
15, utilizando-se uma camara digital (Sony CYBER-SHOT) adaptada a um tripé fixo
e mantida a uma distancia constante de 46 cm da ferida com um zoom de 64%. As
imagens foram transferidas para um microcomputador e analisadas utilizando-se o
software Image J 1.3.1 (NIH, EUA).

Para avaliar o grau de contracdo da area da ferida foi utilizada a formula

seguinte, segundo Al-Watban & Andres (2003) e Oliveira et al. (2000).

Contrac&o relativa da ferida (%) = (Area lesada inicial — Area contraida) x 100

Area lesada inicial

Ao final do experimento todos os animais foram eutanaziados por

deslocamentos cervical e posteriormente cremados.

3.8. Anédlise Histoldgica

Para analise histologica foi retirada uma margem de 1 cm de pele em torno da
leséo, fixado em formol tamponado a 10% (LUNA, 1968) e submetido as técnicas

histol6gicas convencionais e encaminhados ao laboratorio de patologia da Pontificia
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Universidade Catolica de Goias (PUC-GO). Os cortes histoldgicos foram submetidos
a coloracdo com hematoxilina-eosina (H.E) e tricrémico de Masson (T.M). Foram
avaliados os parametros de infiltrado inflamatério de polimorfonucleares,
neoformacédo vascular (angiogénese), neoformacao de foliculos pilosos e hialinose

de colageno.

3.9. Andlise Estatistica

O estudo estatistico foi realizado pelo programa SOFTWARE: SPSS 20.0.0.
Para analise dos resultados foram aplicados 0s seguintes testes: andlise de
variancia por postos de KRUSKAL-WALLIS complementadas pelo Teste de
Comparacdes Multiplas (método de Dunn) com finalidade de comparar as medidas
do tamanho da leséo efetuadas nos periodos 2, 7, 12 e 15 dias de tratamento. Esta
analise foi feita para o grupo controle (GC) em relacédo ao grupo GS, GT1, GT2 e

GT3. Fixou-se em 0,05 (p < 0,05) o nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Padronizacdo da dose necrosante

Apbés 24 horas da injecdo do veneno bruto de Bothrops moojeni nos
camundongos, foi avaliada a dose minima necrosante (DMN). Observou-se que 0
camundongo 4 produziu uma necrose de 10 mm de diametro, enquanto o0s
camundongos 1, 2 e 3 ndo apresentaram necrose e o camundongo 5 veio a obito.
Foi observado que 120 ug da peconha diluida em 50 pL salina conseguiu produzir
uma necrose de 10 mm de diametro em 24 horas.

Este resultado difere do estudo realizado por Theakston & Reid (1983). Estes
autores injetaram intradermicamente no dorso da pele de camundongos, 40 ug de
peconha diluida do género Bothrops atrox asper em 50 pL de solugédo salina e
observaram uma necrose com 10mm de didmetro em 60 minutos.

A diferenca decorre pela composicdo do veneno apresentar caracteristicas
particulares, o género Bothrops atrox asper possui ligacdo da heparina com um sitio
rico em lisina da miotoxina (MjTX-I), resultando na neutralizacdo das suas
atividades citolitica e miotdxica in vitro e in vivo, j& a Bothrops moojeni apresenta
trés miotoxinas: a toxina (MOO-1) que possui elevada atividade fosfolipase,
miotoxina | (MjTX-1) e miotoxina (MjTX-11). A miotoxina Il da Bothrops atrox asper por
fazer ligacdo com a heparina induziu a mionecrose e bloqueou a juncéo
neuromuscular em testes com ratos com um volume de peconha (DMN) menor que
a utilizada no presente estudo (LOMONTE et al., 1994 a, b; STABELI et al., 2006;

PERCHUC et al., 2010).
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Foram realizados outros estudos de padronizacdo da DMN, porém nao foram
especificados os valores da dose utilizada e/ou o tamanho da necrose produzida.
Dentre esses estudos destacam-se Villarroel (1978) apud Vilar et al., (2005), que
definiu a menor quantidade de veneno botrépico necessaria para provocar uma area
de necrose de 0.6 a 0.8 mm2 em 72 horas em camundongos, bem como a
guantidade necesséaria de antiveneno especifico para impedir a acdo local dessa
dose minima apos a aplicacdo de veneno necrosante. Furtado et al., (1991) avaliou
o efeito edematogénico e necrotico do veneno botrépico, injetando peconha diluida

em 50 pL de solucéo salina, obtendo necrose em 24 horas.

4.2. Analise macroscopica das feridas

As crostas comecaram a se formar apés 24 horas da inducdo com a peconha,
apresentado-se espessas e ressecadas em todos os camundongos. Aos sete dias,
0s camundongos tratados com EECC a 10% (GT1) apresentavam crostas com
bordas regulares, cor vermelho claro que se destacavam com facilidade. Os
camundongos dos grupos GT2 (EECC a 20%) e GT3 (EECC a 40%), apresentavam
crostas com bordas irregulares, com coloracdo vermelho escuro e grudadas a pele.
Os grupos GC e GS apresentaram crostas irregulares, maiores, grudadas a pele e
de cor acastanhada.

Ao 12° dia houve sinais de cicatrizacdo em todos os grupos (GC, GS, GT1,
GT2 e GT3) e nos grupos GT1 e GT2 houve auséncia total de crosta e pele de
aspecto rosado. No 15° dia os grupos GS, GT1, GT2 e GT3 apresentaram pélos na
regido onde existia a ferida cutanea, auséncia de crostas, aspecto rosado e

cicatrizacdo completa. O grupo GC, ndo apresentava crosta, porém tinha aspecto
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avermelhado e uma area com auséncia de pélos maior que os grupos GS, GT1, GT2
e GT3.

No decorrer do tratamento foi observado que em nenhum dos dias (2, 7, 12 e
15) as feridas cutaneas apresentaram exsudato, porém houve sinais evidentes de
isquemia, equimoses e necroses, devido a acdo proteolitica, coagulante e
hemorragica do veneno da Bothrops moojeni. Estes dados corroboram com os
achados de Ribeiro & Jorge (1997), Barraviera & Pereira (1999) e Franca & Malaque
(2003).

Antonio (2005) tratou feridas cutaneas de camundongos com creme contendo
extrato de Croton urucurana, aplicado diariamente, uma vez ao dia com o auxilio de
espatulas de madeira. Para causar a lesdo foi utilizado um punch metélico que
produziu uma lesdo de 10 mm de diametro na regido dorsal do térax. Observou no
sétimo dia de tratamento que as feridas do grupo controle apresentavam aspecto
mais Umido, crostas irregulares e coloracdo vermelho claro. O grupo tratado com
creme de Croton urucurana apresentavam crostas também vermelho claro,
contornos regulares e formacdo de tecido de granulacdo, o que também foi
observado nas feridas cutaneas dos camundongos tratados com EECC (GT1, GT2 e
GT3) no presente estudo.

Em outro estudo semelhante, Cavalcanti (2008) realizou um experimento
utilizando o 6leo essencial do Croton zehntneri numa concentracdo de 2%, 10% e
20% na cicatrizacdo de feridas cutaneas em camundongos. As lesdes de 5 mm na
regido dorsal do animal foram obtidas através de um punch metalico. Foi observado
no 10° dia que os grupos tratados com Croton a 2% e 10%, grupo controle e grupo
salina ainda apresentaram crostas grudadas a pele, com coloracdo pouco

avermelhada, aspecto mais umido e tecido de granulacdo moderado em relacdo ao
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grupo tratamento com Croton a 20% que apresentou auséncia total de crostas sobre

as lesdes e intenso grau de tecido de granulacédo.

4.3. Grau de contracao das feridas cutaneas

Em todos os grupos do presente estudo ndo foi observada retracdo das
feridas no 2° dia apos o indculo da peconha (Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn).
Cavalcanti (2008) utilizou em seu experimento com camundongos a Croton
zehntneri (2%, 10% e 20%) no tratamento de feridas cutaneas produzidas por punch
metélico. Ao mensurar a area das feridas cutédneas no 3° dia de tratamento observou
que as lesdes dos grupos tratados com Croton zehntneri ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante quando comparadas ao grupo controle.

No 7° dia apos inoculo da peconha apenas o grupo GT1 apresentou uma

maior retracao da ferida em relagéo ao grupo controle (GC) (Figura 7).
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Figura 7. Area das feridas em camundongos no 7° dia de experimento. As barras representam a
mediana e a variagdo do valor maximo e minimo das médias entre os grupos controle (GC), grupo
soro (GS), grupo tratamento EECC 10% (GT1), grupo tratamento EECC 20% (GT2), grupo tratamento
EECC 40% (GT3). P> 0,05 (Teste de Kruskal-Wallis e p6s-teste de Dunn).
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Antonio (2005) observou no 7° dia de tratamento das feridas produzidas por
punch, uma area menor no grupo controle com diferenca estatistica em relacdo ao
grupo tratado com extrato etanolico em creme de C. urucurana. Cavalcanti (2008),
em seu experimento também tratou feridas cutaneas de camundongos, porém
utilizou a Croton zehntneri na concentracdo de 2%, 10% e 20% e observou no 7° dia
de tratamento uma diferenca significativa na reducédo da area das feridas tratadas
com Croton a 20% em relacao as feridas tratadas com Croton a 2% e 10% e grupo
controle.

As areas das feridas cutdneas dos camundongos tratados com Croton
urucurana 10% (GT1) do presente estudo, diminuiram significativamente no 7° dia
de tratamento em relacdo aos grupos (GC, GS, GT2 e GT3). Estes dados estdo de
acordo com os achados de Cavalcanti (2008), embora este pesquisador tenha
utilizado a Croton zehnitneri e diferem dos de Antonio (2005). Uma das possiveis
explicacdes para essa diferenca € o fato, de ter sido utilizado no seu estudo o creme
contendo extrato de Croton urucurana, glicerina, agua, alcool e sulfato de sodio.

Varios pesquisadores relatam que a associacdo de outras substancias (agua,
glicerina, sulfato de sddio, acido linoleico) ao extrato etandlico da C. urucurana, pode
interferir no processo de cicatrizacdo da ferida. A agua por promover umidade local,
melhorando a taxa de reepitelizacdo em 50%, a glicerina e o acido linoleico atuam
como &cidos graxos essenciais (AGE) agindo no aumento da resposta imune e
acelerando o processo inflamatorio estimulando a angiogénese e epitelizacdo e o
sulfato de sodio por possuir acado antiinflamatéria (MILO et al., 2002, LORENZI,
2002, MANDELBAUM et al., 2003; DI NARDI et al., 2004; PIRES et al., 2004;

SIMIONATTO et al., 2007; LOPEZ, 2010).
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A area da ferida cutanea dos camundongos dos grupos GT1, GT2 e GT3
retrairam significativamente quando comparadas ao grupo controle (GC) no 12° dia
apos a inducédo da necrose (Figura 8). Um camundongo do GT2 e outro do GT3

apresentaram cicatrizacao total no 12° dia.
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Figura 8. Area das feridas em camundongos no 12° dia de experimento. As barras representam a
mediana e a variagdo do valor maximo e minimo das médias entre os grupos controle (GC), grupo
soro (GS), grupo tratamento EECC 10% (GT1), grupo tratamento EECC 20% (GT2), grupo tratamento
EECC 40% (GT3). P<0,05 (Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn).

N&o foram encontradas referéncias na literatura sobre a mensuracéo da area
de feridas cutadneas de camundongos tratados com Croton urucurana e demais
espécies da mesma familia no 12° dia de tratamento.

No 15° dia de tratamento das feridas cutaneas, observou-se
macroscopicamente uma pequena diferenca quanto ao tamanho da area da leséo
entre o grupo controle (GC) e os grupos tratamentos (GS, GT1, GT2 e GT3), porém
estatisticamente o grupo controle (GC) nao apresentou diferenga significativa em
relacdo ao tamanho da area da ferida dos grupos tratamentos (GS, GT1, GT2 e

GT3), pois, estavam com processo cicatricial completo (Figura 9).
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Figura 9. Area das feridas em camundongos no 15° dia de experimento. As barras representam a
mediana e a variacdo do valor maximo e minimo das médias entre os grupos controle (GC), grupo
soro (GS), grupo tratamento EECC 10% (GT1), grupo tratamento EECC 20% (GT2), grupo tratamento
EECC 40% (GT3). P>0,05 (Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn).

Campos (2009) utilizou a seiva da Croton lechleri para tratar feridas cutaneas
de ratos, causadas por lamina de bisturi nimero 15 na regido dorsal. O pesquisador
observou no 15° dia de tratamento das lesdes, que 0 grupo controle apresentava a
area da ferida cutdnea maior em relacdo ao grupo tratado com Croton lechleri.
Cavalcanti (2008) ao avaliar a area das feridas cutaneas de camundongos tratados
com Croton zehntneri na concentracdo de 20%, no 15° dia de tratamento, também
observou que as areas das feridas cutdneas apresentaram-se significativamente
menores quando comparados ao grupo controle.

O tratamento das feridas cutaneas induzidas por peconha de Bothrops
moojeni com o extrato etandlico das cascas da Croton urucurana nas concentracées
de 10%, 20% e 40% aceleram o processo de cicatrizacdo das feridas no 12° dia,

como pode ser observado na tabela 1.
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Tabela 1. Médias da contragdo das feridas cutdaneas em camundongos (%) (n=12) do grupo controle
(GC), grupo soro (GS), grupo tratamento EECC 10% (GT1), grupo tratamento EECC 20% (GT2) e
grupo tratamento EECC 40% (GT3), nos 7, 12 e 15 dias de tratamento.

Grupos 7 dias 12 dias 15 dias

Grupo Controle 517 % 30,89 % 70,43 %
Grupo Soro 27,65 % 33,21 % 92,71 %
Grupo Tratamento 10% 64,51 % 87,35 % 96,71 %
Grupo Tratamento 20% 24,97 % 84,32 % 96,49 %
40,16 % 92,85 % 98,06 %

Grupo Tratamento 40%

(Para avaliar o grau de contragdo da area da ferida foi utilizada a férmula segundo Al-
Watban & Andres, 2003 e Oliveira et al., 2000).

4.4, Avaliacdo microscopica da atividade cicatrizante de EECC em feridas cutaneas

No sétimo dia de tratamento apGs a inoculacdo do veneno, observa-se no
grupo GC necrose de coagulacéo difusa que atinge a hipoderme e musculo cutaneo,
abaixo do qual se observa area de hemorragia (H.E. 400 x). O grupo GT1
caracteriza-se pela proliferacdo de fibroblastos e neoformacdo vascular
(angiogénese) (H.E. 300 x). Ainda no sétimo dia o grupo GT2 apresentou area de
reparacdo, com reacdo de granulacdo fibrovascular sobre a qual nota-se
reepitelizacdo por epitélio queratinizado tipico (H.E. 120 x). No grupo GT3 pode ser
observado tecido de reparacdo relativamente frouxo, com reacdo de granulagéo
fibrovascular inicial, caracterizada pela proliferacdo de fibroblastos e expressiva

neoformacéo vascular (angiogénese) (H.E. 300 x) (Figura 9).
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Figura 10. Fotomicrografias das feridas cutdneas de camundongos no 7° dia de tratamento apés a
inoculacdo da peconha. (A) Grupo controle (GC) apresentando necrose de coagulagdo difusa que
atinge a hipoderme e musculo cuténeo, abaixo do qual observa-se area de hemorragia. H.E. 400 x.
(B) Grupo tratamento (GT1) nota-se processo de reparacdo, com reacdo de granulacao fibrovascular,
caracterizada pela proliferacao de fibroblastos e neoformagédo vascular (angiogénese). H.E. 300 x. (C)
Grupo tratamento (GT2) apresenta area de reparagdo, com reacao de granulagdo fibrovascular sobre
a qual nota-se reepitelizagdo por epitélio queratinizado tipico. H.E. 120 x. (D) Grupo tratamento (GT3)
nota-se tecido de reparacéo relativamente frouxo, com reacdo de granulacdo fibrovascular inicial,
caracterizada pela proliferagdo de fibroblastos e expressiva neoformagdo vascular (angiogénese).
H.E. 300 x.

Cavalcanti (2008) tratou lesdes cutaneas de camundongos com Croton
zehntneri na concentracdo de 2%, 10% e 20%, porém O grupo tratamento na
concentracdo de 20% apresentou no 7° dia de experimento intenso grau de tecido
de granulacao, epitélio queratinizado com leve infiltrado inflamatério, presenca de

fibroblastos e colageno desorganizado em relacdo ao grupo controle e aos grupos
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tratamentos (2% e 10%), onde apresentaram tecido de granulacdo moderado e
desorganizacao de poucas fibras colagenas.

Num estudo semelhante com camundongos utilizando Croton lechleri em
feridas cutaneas Campos (2009), no 7° dia de experimento, observou no grupo
controle raros fibroblastos, macrofagos, linfocitos e extensas areas com tecido
conjuntivo pouco organizado exibindo vasos sanguineos, porém o grupo tratamento
com Croton lechleri apresentou moderado numero de fibroblastos, macrofagos,
linfécitos e polimorfonucleares neutrofilos, demonstrando um processo cicatricial
mais acelerado que o grupo controle.

Ao 12° dia de tratamento o grupo GC apresentou moderada producédo de
colageno evidenciado pela coloracdo esverdeada causada pelo Tricrbmico de
Masson, alguns pontos hemorragicos, tecido de reparacéo relativamente frouxo e
neoformacdo de foliculos pilosos (Masson 120 x). No grupo GT1 observa-se
regeneracao completa do epitélio escamoso queratinizado tipico da epiderme, além
de neoformacéo de foliculos pilosos e reparacdo fibrosa da derme (H.E. 120 Xx).
Ainda no 12° dia o grupo GT2 apresenta area de reparacdo, com fibrose e
regeneracao completa do epitélio escamoso queratinizado tipico da epiderme, além
de neoformacéo de foliculos pilosos (H.E. 300 x). No grupo GT3 pode ser observado
também éarea de reparacao, com fibras colagenas destacadas em azul, regeneracao
completa do epitélio escamoso queratinizado tipico da epiderme, além de

neoformacéo de foliculo piloso (Masson 250 x) (Figura 10).
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Figura 11. Fotomicrografias das feridas cutdneas de camundongos no 12° dia de tratamento apos a
inoculacdo da peconha. (A) Grupo controle (GC), apresentando moderada producdo de colageno
evidenciado pela coloracdo esverdeada causada pelo Tricrbmico de Masson, alguns pontos
hemorragicos, tecido de reparagéo relativamente frouxo e neoformacéo de foliculos pilosos. Masson
120 x. (B) Grupo tratamento (GT1l), observa-se regeneracdo completa do epitélio escamoso
gueratinizado tipico da epiderme, além de neoformacao de foliculos pilosos e reparacéo fibrosa da
derme. H.E. 120 x. (C) Grupo tratamento (GT2), apresenta area de reparagdo, com fibrose,
regeneracdo completa do epitélio escamoso queratinizado tipico da epiderme, além de neoformacéo
de foliculo piloso. H.E. 300 x. (D) Grupo tratamento (GT3), Nota-se area de reparagdo, com fibras
colagenas destacadas em azul. Observa-se regeneragdo completa do epitélio escamoso
gueratinizado tipico da epiderme, além de neoformacgéo de foliculo piloso. Masson 250 x.

A reepitelizacdo é uma das trés fases importantes no processo de
cicatrizacao, pois, é responsavel pelo fechamento da ferida, juntamente com a fase
de fibroplasia que além de promover a formacao de tecido de granulacdo, é um
grande produtor de colageno e elastina e por ultimo a fase da angiogénese essencial

na diminuicdo do tamanho da cicatriz e formacao de novos vasos (MANDELBAUM et
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al., 2003; BALBINO, et al., 2005). A angiogénese destaca-se por ser uma das
caracteristicas histolégicas importantes a ser observada no tecido de granulacédo do
processo de cicatrizacio e reparacdo da pele (BIONDO-SIMOES et al., 2005).
Corresponde a formacao de novos vasos capilares a partir de células endoteliais e é
essencial ao desenvolvimento de oOrgaos, cicatrizacdo de ferimentos e nos
processos inflamatorios (SILVA et al., 2007). Estimulando a etapa da angiogénese
pode-se acelerar o processo de cicatrizacdo, dessa forma a utilizacdo do extrato
etandlico bruto das cascas do caule de Croton urucurana (GT1 (10%), GT2 (20%) e
GT3 (40%)) no tratamento de feridas cutaneas de camundongos do presente estudo,
estimularam a angiogénese especialmente no 7° e 12° dia de tratamento
evidenciando uma melhor evolucdo do processo cicatricial, porém a analise
estatistica realizada pelo Teste de Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn demonstram
que o grupo GT2 e GT3 apresentou uma diminuicdo da area das feridas nos
mesmos dias.

Ndo foram encontradas referéncias na literatura sobre a avaliacdo
microscépica de feridas cutdneas de camundongos induzidas por peconha de
Bothrops moojeni, tratados no 12° dias com Croton urucurana e demais espécies da
mesma familia.

No 15° dia foi verificada a cicatrizagdo completa das feridas em todos os
grupos do experimento. As figuras 11, 12 e 13 mostram a area de reparacdo, com
fibrose e intensa hialinose do colageno, regeneracédo completa do epitélio escamoso
queratinizado tipico da epiderme (H.E. 120 x e 250 x). Observou-se fibrose e intensa

hialinose do colageno (em azul) (Masson 300 x).
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Figura 12. Fotomicrografia da ferida cutanea do grupo GT3 ap0s a inoculagdo da peconha no 15° dia
de tratamento. Nota-se area de reparacéo, com fibrose e intensa hialinose do colageno. Observa-se
regeneracao completa do epitélio escamoso queratinizado tipico da epiderme. H.E. 120 x.

Figura 13. Fotomicrografia da ferida cutdnea do grupo GT3 ap0s a inocula¢do da peconha no 15° dia
de tratamento. Nota-se area de reparacéo, com fibrose e intensa hialinose do colageno. Observa-se
regeneracao completa do epitélio escamoso queratinizado tipico da epiderme. H.E. 250 x.
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Figura 14. Fotomicrografia da ferida cutdnea do grupo GT3 ap6és a inoculacdo da pegonha no 15° dia
de tratamento. Nota-se area de reparacgdo, com fibrose e intensa hialinose do colageno (em azul).
Masson 300 x.

Num estudo semelhante Cavalcanti (2008), tratou feridas cutaneas de
camundongos com Croton zehntneri na concentracdo de 20% e observou no 15° dia
de tratamento que o grupo controle apresentava epitélio neoformado continuo e
queratinizado, com auséncias de células inflamatdrias e presenca de fibroblastos
com feixes de fibras organizadas. O grupo tratamento com Croton zehntneri (20%),
apresentou reepitelizacdo completa na maioria das feridas tratadas, aléem de epitélio
queratinizado, tecido conjuntivo de densidade variada com presenca de fibrocitos e
maior quantidade de fibras colagenas. Assim o grupo tratamento demonstrou um
processo cicatricial mais acelerado em relacdo ao grupo controle.

O presente estudo corrobora com os achados de Rao et al., (2007), onde
afirma que a Croton urucurana aplicada topicamente em feridas e picadas de insetos

promovem a cicatrizagdo. Esmeraldino et al., (2005), demonstrou que o extrato
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aguoso da casca do caule de C. urucurana antagoniza a atividade hemorragica do
veneno de Bothrops jararaca.

Com base nos estudos obtidos até aqui, podemos considerar que o extrato
etandlico bruto das cascas do caule da Croton urucurana (10%, 20% e 40%)
utilizado no tratamento de feridas cutaneas de camundongos causadas pela picada
de Bothrops moojeni apresentam atividade cicatrizante.

Ao final percebe-se a necessidade de outros estudos com a peconha
Bothrops avaliando melhor as fra¢gdes dos seus componentes quimicos relacionados
as feridas cutaneas, como também a diferenca entre as peconhas da mesma familia

Bothrops.



5. CONCLUSOES

- A dose minima necrosante do veneno de serpente Bothrops moojeni em um
camundongo é de 120 ug de peconha diluida em 50 pL salina na pele da regiédo
dorsal dos camundongos causando uma necrose de 10 mm de diametro.

- Houve retracéo significativa das feridas cutaneas do grupo GT1 nos dias 7°
e 12° em relacdo ao grupo GC.

- Houve retracao significativa das feridas cutaneas do grupo GT2 e GT3 no
12° dia em relacdo ao grupo GC.

- A analise histologica dos grupos GT1, GT2 e GT3 permitem concluir que as
feridas cutaneas apresentam processo de cicatrizagdes evidentes em 12 dias de
tratamento em relacdo ao grupo GC, por estimular a angiogénese, neoformacéo dos
foliculos pilosos e reparacéo fibrosa.

- As feridas cutaneas em camundongos induzidos pela peconha de Bothrops
moojeni quando tratadas com EECC (10%, 20% e 40%), apresentam um processo

de cicatrizacdo mais acelerado em relacdo ao grupo controle.
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PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA N

Catolica

PARECER CONSUBSTANCIADO DE GOIAS

1- IDENTIFICAGAO

1.1. Titulo do Projeto: Avaliagdo do extrato bruto das cascas do caule da Crofon
urucurana Baill na cicatrizacdo de feridas cutdneas induzidas por veneno de
Bothrops moojeni em camundongos

1.1. Finalidade: Avaliacdo da existéncia de principio ativo das cascas do caule da
Croton urucurana Baill na cicatrizacdo de feridas cutéaneas

1.2. Protocolo CEP: 001/2010

1.3. Instituicdo onde sera realizado: Pontificia Universidade Catdlica de Goias e
Universidade Federal de Goias

1.4. Data de apresentacédo ao CEP: 28/04/2010

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade cicatrizante de extratos das cascas do caule de Croton urucurana
sobre feridas cutdneas de camundongos, induzidas pelo veneno de Bothrops
moajeni.

2.2 — Objetivos especificos
- Avaliar a acéo do extrato etandlico bruto das cascas do caule de Crofon urucurana
na diferentes fases do processo de cicatrizacao.

3. SUMARIO DO PROJETO

3.1. Descrigéo e caracterizagcdo da amostra: 40 ratos machos saudaveis da linhagem
Wistar, com peso médio de 2309, provenientes do Biotério da Universidade Paulista
— Campus Flamboyant.

3.2. Condigbes de manutencdo dos animais: adequado

3.3. Adequacdo de metodologia e consideracées sobre o sofrimento imposto aos
animais: adequado

3.4. Discussao sobre a possibilidade de métodos alternativos: néo se aplica

3.5. Utilizacdo de agente infeccioso/gravidade da infeccao a ser observada: nao se
aplica

3.6. Anestésico/analgésico utilizado: nao se aplica

3.7. Método de eutanasia: adequado




3.8. Destino do animal (caso néo seja submetido & eutanasia): adequado

4. COMENTARIOS DO RELATOR FRENTE AS ORIENTACOES DOS PRINCIPIOS
ETICOS DA EXPERIMENTAGAO ANIMAL, RESOLUGCAO N° 879 DO CFMV, LEI
N° 11794/08:

O projeto estd bem descrito cuja metodologia & adequada com os objetivos
propostos.

5. PARECER DO CEP/UCG: Apés avaliagdo deste Comité de Etica em Pesquisa, o
mesmo decide considerar o projeto APROVADO

Goiania, 05 de maio de 2010.

Prof. Dr. J]sé Rodr’%ue:s do

Carmo Filho
Coordenador do CEP-SGC/UCG
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