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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

O livro “O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biolégicas e suas Interfaces 2” € uma
obra cujo foco principal est4 na interrelacao das diferentes areas das Ciéncias Biologicas
e em suas interfaces com outras areas na produgéo de conhecimento. O presente volume
abordara em seus vinte capitulos o conhecimento interdisciplinar que compde a grande
area de Ciéncias Biologicas através de artigos cientificos originais, pesquisas, relatos de
casos e/ou revisoes.

Cada um dos estudos selecionados foi desenvolvido em reconhecidas instituicdes
de ensino e pesquisa do pais, e aborda as diferentes areas da Biologia e areas correlatas,
que possuem interface com ela - Parasitologia, Microbiologia, Farmacologia, Zoologia,
Boténica, Medicina, Educacdo em Saude, Biologia Celular e Molecular, Genética entre
outras. E necessario destacar que mais que nunca, bidlogos tém estado presentes cada
vez mais em areas de pesquisa antes consideradas especificas de outras profissbes. Esta
interdisciplinaridade é extremamente importante, pois pesquisas com olhares de diferentes
profissionais tendem a ter mais éxito e gerar melhores frutos. Por isto, trabalhos diversos
sdo aqui discutidos com a proposta de ampliar o conhecimento cientifico e académico,
assim como abordar temas atuais e de interesse direto também da comunidade em geral.

Acreditamos que esta obra sera importante para a difusdo do conhecimento e da
ciéncia e, assim como todas as demais obras da Atena Editora, esta também passara por
julgamento de um corpo editorial formado por mestres e doutores. Esperemos que que
vocé faca bom proveito!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: Plantas medicinais sdo usadas na
saude humana desde tempos pré-histéricos, e,
atualmente, pesquisas cientificas séo realizadas
nessa area, embora as investigacoes para
algumas espécies seja escassa ou até mesmo
ausente. Ora-pro-nébis (Pereskia aculeata Miller,
Cactaceae) € uma planta utilizada na alimentacao
humana em algumas regides do Brasil e que tem
despertado interesse recentemente pelo seu
potencial uso medicinal, principalmente pela sua
atuag@o como cicatrizante. O presente trabalho
visa contribuir para a investiga¢cdo do potencial
cicatrizante da planta em feridas cutaneas, uma
vez que hapoucostrabalhos sobre suas atividades
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biolbgicas e qualquer método que auxilie no
processo cicatricial sera benéfico para a saude,
estética e consequentemente para a sociedade.
Para tal investigacéo, aplicou-se pomada a 10%
feita do extrato etandlico concentrado de ora-pro-
nébis em feridas dorsais de um grupo de ratos
e comparou-se a evolugéo cicatricial deste com
outros trés grupos que receberam tratamentos
diferentes (soro fisiolégico a 0,9%, pomada sem
principio ativo — somente veiculo - e Dersani®).
As feridas de todos os ratos foram analisadas
macro e microscopicamente e os dados coletados
foram examinados estatisticamente pelo teste
paramétrico da Anova, para comparagdo dos
grupos. Concluiu-se que a pomada de ora-pro-
nobis apresentou resultados relevantes quanto
a formacdo de crostas em relagdo aos outros
tratamentos, nos estagios iniciais do processo
cicatricial. Também mostrou-se um tratamento
melhor do que o soro fisiologico a 0,9%, néo
sendo, entretanto efetiva na regeneragdo
epitelial das feridas, nem apresentou resultados
conclusivos quanto as outras comparagoes.
PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizacdo cutanea.
Extrato etandlico. Pereskia aculeata Miller.

ABSTRACT: Medicinal plants have been used in
human healthy since pre-historical times, and, at
present, scientific research projects have been
carried out at this field, although the studies for
some species is little or even absent. Ora-pro-
nébis (Pereskia aculeata Miller, Cactaceae) is
a plant widely used for human feeding in some
Brazil’s regions and that has recently aroused
interest because of its potential medicinal
application, mainly for its performance as a
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wound healing agent. The present assignment aims to contribute toward the research on
the cutaneous wound healing potential of ora-pro-nobis, since there are few studies about its
biological activities and that any method which assists in the healing process will be beneficial
for the health and aesthetic of people affected by wounds of different seriousness levels, and,
consequently, for the whole society. For such research, it was applied ointment 10% made
of the concentrated ethanolic extract of the leaves of ora-pro-nébis on dorsal wounds of a
group of rats and it was compared the healing evolution of that one with other three groups
which received different treatments (saline 0,9%, ointment with no active ingredient — only
vehicle - and Dersani®). All the rats’ wounds were analyzed macro and microscopically and
the collected data were examined statistically by using the parametric test of ANOVA, in order
to compare the groups. It was concluded the ora-pro-nébis ointment showed relevant results
as to the formation of scab in relation to the other treatments, at the initial stages of the
healing process. It also showed to be a better treatment than saline 0,9%, not being, however,
effective about the epithelial regeneration of the wounds, nor did it show conclusive results as
to other comparisons.

KEYWORDS: Cutaneous healing. Ethanolic extract. Pereskia aculeata Miller.

11 INTRODUGAO

A origem do uso de produtos naturais pelo homem perde-se no tempo, uma vez que
estando em contato direto com o ambiente natural os primeiros seres humanos aprenderam
a fazer uso do que os cercava a fim de melhorar a vida cotidiana, inclusive sua saude. Com
0 surgimento da escrita iniciou-se o registro desses usos. Documentos antigos, como o
Papiro Ebers, datado de cerca de 1500 a.C., no Antigo Egito, mostram como eram feitos os
tratamentos médicos em épocas em que nado havia medicamentos sintéticos nem mesmo
equipamentos avancgados de diagnostico ou cirurgia. Outras civilizagbes antigas, além dos
egipcios, também deixaram registros de como era sua Medicina: tabuas mesopotamicas,
textos tradicionais chineses, textos hindus (Ayurveda), entre outros (EVANS, 2009).

Textos medievais e modernos também relatam usos de produtos naturais para o
tratamento de doencas. Na Idade Média surgem os boticarios, com vasto catalogo de
produtos naturais e seus respectivos usos no tratamento de doengas e injarias diversas.
Até entao, os produtos naturais eram o Unico meio que as pessoas dispunham para tratar
problemas de salde, muitas vezes aliados a crengas e praticas misticas e religiosas
(MENEZES, 2005).

A producdo em escala industrial de novas substancias farmacéuticas nunca antes
observadas na natureza, a partir do século XIX, abriu novas possibilidades, tirando o foco
dos produtos naturais, entretanto a pesquisa nessa area nunca parou e, recentemente,
tem havido crescente interesse nesse campo de pesquisa uma vez que 0s avangos tecno-
cientificos permitem analisar os produtos naturais num nivel jamais observado antes,
tornando a Fitoterapia, a Fitoquimica e a Farmacognosia areas de intensas descobertas de

principios ativos farmacolégicos, o que amplia a lista de substancias com uso medicinal. As
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pesquisas também visam encontrar as melhores formas de utilizagdo medicinal de certas
espécies vegetais, expondo seus beneficios e maleficios, algumas das quais ja sdo muito
bem conhecidas em certas comunidades. Além do mais, muitas doencas ainda estdo sendo
investigadas quanto aos mecanismos que as causam, e a descoberta de novas substéancias
com propriedades farmacol6gicas pode revelar algum farmaco Util para o tratamento de
algumas delas (EVANS, 2009; DEWICK, 2009).

A acédo farmacolégica de espécies vegetais reside, na maioria das vezes, em
substancias chamadas metabdlitos secundarios, definidas como substéncias de distribuicéo
mais restrita em comparacdo aos metabdlitos primarios (proteinas, carboidratos, lipidios
e acidos nucleicos). Alcaloides, terpenoides, glicosideos, flavonoides e fenilpropanoides
sdo alguns exemplos de metabdlitos secundarios encontrados nas plantas. Entretanto,
a divisdo entre metabdlitos priméarios e secundarios nem sempre é tdo 6ébvia e algumas
sobreposi¢des sao descritas na literatura, a exemplo de alguns esteroides (tipo de lipidio)
com agao farmacolégica, mas de distribuicdo restrita (DEWICK, 2009).

Na procura de novas substancias com propriedades medicinais, uma planta que
vem despertando interesse € a ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller), um membro da
familia Cactaceae, trepadeira, armada, com folhas suculentas e mucilaginosas e que pode
atingir até 10 metros de altura, encontrada em toda a América tropical (TELLES et al.,
2017). Analises fitoquimicas feitas em seus diferentes 6rgaos (principalmente nas folhas),
ja revelaram a presenga de vérias classes de metabdlitos secundarios: flavonoides,
terpenoides, fitoesterdides, entre outros (PINTO et. al, 2012; PINTO et al., 2015; SOUZA
et al., 2016). Classes essas cujos efeitos fisiologicos e farmacéuticos ja vém sendo
estudados intensamente para varias plantas, mas que para a ora-pro-nobis ainda néo ha
uma quantidade consideravel de trabalhos publicados ou mesmo citacées em livros de
referéncia na area. As analises também indicam que extratos alcodlicos de ora-pro-noébis
(Pereskia aculeata Miller) séo ricos em polifendis, substéncias conhecidas por seu efeito
antioxidante e que podem diminuir os efeitos do processo inflamatério pela diminuigdo do
estresse oxidativo, isso sem apresentar efeitos citotoxicos as células vitais para o processo
de cicatrizagdo (CARVALHO et al., 2014).

O presente trabalho busca verificar o potencial dessa planta como agente cicatrizante
de feridas cutaneas em ratos (Rattus norvegicus) machos adultos da linhagem Wistar por
meio da utilizacdo de pomada na concentragdo de 10% feita a partir das folhas da planta.
Objetiva-se, especificamente, analisar e comparar macro e microscopicamente a evolucao
do processo cicatricial para cada grupo, investigando tanto a reducdo progressiva das
areas das feridas quanto os elementos citolégicos e histologicos que surgirem.

As lesdes cutaneas ocorrem no cotidiano das pessoas, nas mais variadas extensées
e gravidades. Lesbes hospitalares também sdo muito comuns, como as Ulceras por
presséo, que sdo lesdes profundas, graves e de dificil tratamento causadas por presséo

ou cisalhamento e que afetam pessoas acamadas e/ou com déficit motor/cognitivo
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(NOGUEIRA et al., 2012). Desta maneira, € imprescindivel que pesquisas busquem novas
técnicas e intervencdes a fim de minimizar ou abreviar o tempo do processo cicatricial, de
forma que a pele possa ter de volta sua integridade para exercer suas fung¢des, bem como
atuar contra possiveis danos estéticos as pessoas. Sendo assim, qualquer substancia ou
método que vise melhorar tais condi¢cdes € de fundamental importancia no bem-estar de
uma populagéo.

A validagdo cientifica do uso medicinal de espécies vegetais pode encorajar
0 uso mais abrangente, tornando os fitomedicamentos de tais fontes uma alternativa a
medicamentos mais caros, especialmente em paises onde os servigos de suporte a satude
séo precéarios (EVANS, 2009). A ora-pro-nbbis, por exemplo, j& é usada pelas populagcbes
locais como emoliente de feridas, cicatrizante em casos de queimaduras e para abrandar
0s sinais do processo inflamatério, entretanto, o interesse cientifico pelas propriedades
medicinais da ora-pro-nobis € muito recente e ainda ha pouco material publicado sobre
suas atividades biologicas (PINTO et al., 2010; SOUZA et al., 2016), visto isso, faz-se
necessaria mais investigacbes sobre a amplitude de uso desta planta. Portanto, este
trabalho visa, também, contribuir com as pesquisas ja feitas sobre o poder cicatrizante da
planta e, também, servir de base para estudos futuros.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Procedimento cirurgico e Tratamento das feridas

Todos os procedimentos com os animais foram desenvolvidos no Biotério do Centro
Universitario Bardo de Maua, ap6s a aprovacdo do CEPAN ( Comité de Etica Animal) (n°
362/19).

O preparo do extrato etandlico ocorreu no Laboratério de Quimica e Bioquimica I,
do Centro Universitario Bardo de Maua.

Utilizou-se para a pesquisa ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
linhagem Wistar), pois s&o animais cuja biologia € muito bem conhecida e por serem de facil
manutengdo e manuseio devido ao pequeno porte, facil alimentagéo e rapida reproducéo.

Os animais foram anestesiados por via intramuscular com cloridrato de cetamina e
cloridrato de xilazina, na regido da coxa. Em seguida realizou-se a tricotomia (retirada de
pelos) da regido dorsal de cada animal (Figura 1-A). Apés a tricotomia, cada rato foi pesado
e recebeu trés cortes padronizados no dorso com 0,5 cm de didmetro cada (Figura 1B e
1C), feitos com auxilio do punch (Figura 1B1). Com tesoura de iris reta de 11 cm e pinc¢a
de Adson, retirou-se os fragmentos, expondo até a fascia dorsal muscular. A hemostasia foi
realizada, quando necessaria, através de tamponamento compressivo com gaze por dois
minutos. Em seguida, iniciou-se os tratamentos (Figura 1D).

Durante 14 dias os tratamentos foram aplicados diariamente. O peso dos animais

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 4 “



também foi avaliado diariamente do inicio ao final dos tratamentos. Durante todo o
periodo em que os animais estiveram em experimentacdo, foram mantidos nas mesmas
condi¢cbes: em gaiolas de polipropileno individuais forradas com serragem e identificadas
com etiquetas, com suprimento de agua ad libitum, ragdo balanceada e luz em regime
de 12h/12h. O procedimento operatério e o tratamento pos-operatorio transcorreram sem
complicagdes. Todos os animais recuperaram-se bem da anestesia, demonstrando bom
estado geral, atividades fisica e comportamental normais para a espécie.

Coletou-se fragmentos das feridas nos 4°, 7° e 14° dias de experimentagéo. A ferida
da qual era coletada a amostra era suturada logo em seguida (Figura 1E). No quarto dia
de tratamento coletou-se fragmentos com borda e centro da ferida da leséo mais préxima a
cabeca, les@o n° 1, de todos os animais dos 4 grupos. No sétimo dia de tratamento coletou-
se fragmentos com borda e centro da ferida da les&o n° 2 de todos os animais dos 4 grupos.
E ao final do experimento, no décimo quarto dia de tratamento, coletou-se fragmentos
com borda e centro da ferida da lesdo mais proxima a cauda, lesdo n° 3, de todos os
animais dos 4 grupos. No décimo quarto dia, também, sacrificaram-se todos os animais
com doce excessiva do barbitarico tiopental sédico, aplicado via injegcdo intramuscular na
regido da coxa, método simples, rapido e relativamente indolor ao animal. O descarte dos
ratos sacrificados ficou sob responsabilidade do Biotério.

e
Figura 1. Procedimentos Metodoldgicos: A - tricotomia; B - lesdo padronizada, em B1: punch;
C - lesbes; D - aplicagdo da pomada e E - retirada da primeira leséo.

Fonte : os autores

Para analise histopatolégica, as amostras de pele dos animais seguiram para
os procedimentos histotécnicos de rotina, os tecidos foram corados com hematoxilina e
eosina. A avaliagédo do processo de redugdo das areas das lesdes, a analise macroscopica,
foi feita através de medicdo com régua e imagens realizadas com camera de smartphone
acoplado em haste fixa de metal, nos 1°, 4°, 7° e 14° dias de experimento, nos demais
dias apenas realizou-se aplicacdo dos tratamentos (Figura 2). Aspectos externos da ferida
também foram analisados.
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Figura 2. Evolugao da cicatrizagdo de feridas de um rato tratado com pomada com principios
ativos, da esquerda para a direita: 1° dia (abertura da ferida e inicio do tratamento), 4° dia, 7°
dia e 14° dia.

Fonte : os autores

A anélise microscopica foi feita pelo levantamento dos tipos de tecidos e células de
cicatrizacao formados, analisados por meio das laminas feitas com as amostras extraidas
das feridas. Destacou-se trés elementos do processo cicatricial para a avaliagdo comparada
da eficacia dos tratamentos: crosta, tecido de granulacéo e regeneracéo epitelial (tecido
epitelial).

2.2 Analise de dados

A area de cada ferida foi analisada por meio das fotografias com o auxilio do software
“FIJI — Image J for Windows®” e os dados obtidos organizados numa planilha do software
Microsoft Office Excel 2010®.

A cada elemento cicatricial analisado, de cada ferida, em cada dia, foi atribuido um
escore de 0 a +4, de acordo com os tipos e quantidades de tecido e células observados
na analise microscopica. Os dados foram compilados numa planilha do software Microsoft
Office Excel 2010®.

31 RESULTADOS

3.1 Analise macroscoépica

As areas das feridas 01, 02 e 03 foram analisadas estatisticamente, por grupo, a
um nivel de significancia de 5% (a = 0,05). Apés os célculos preliminares (média aritmética
simples, desvio-padrédo, E.P.M.), realizou-se o Teste de Homogeneidade de Variancias
de Levene, como pré-requisito para o teste de ANOVA; seguido do Teste de ANOVA,
para comparacgéo das médias e do Teste de Tukey para comparagdes mdultiplas entre os
tratamentos, quando necessario (se o Teste de ANOVA indicasse variancia significativa).

Os resultados dos testes mostraram que apenas as areas das feridas 01 tratadas
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com soro fisiolégico a 0,9% e com Dersani® apresentaram diferencga significativa entre si
(Dersani® com area significativamente menor, p-Valor = 0,0031), devido a grande diferenca
entre alguns valores pequenos obtidos para o primeiro tratamento e alguns valores grandes
obtidos para o segundo. As areas das feridas 02 e 03, nos diferentes tratamentos, ndo
apresentaram diferencas significativas. A ferida 01 refere-se aquela que foi acompanhada
apenas até o 4° dia de experimento, sendo sutura nesse dia, por isso a diferenca significativa
apenas neste momento nao é muito representativa, uma vez que a mesma diferenga nédo
foi observada nas feridas relativas aos outros dois dias (7° e 14°).

Aos 4 dias (Figura 3), no grupo tratado com soro (S4), observou-se ferida com
uma discreta area hiperémica com crosta fina e clara, ndo se observou sangramento,
edema ou secrec¢do; nos animais do grupo tratado com o veiculo (V4) verificou-se uma area
hiperémica maior, com crosta fina e clara; no grupo tratado com a pomada de ora-pro-nébis
(OP 4) observou-se area hiperémica com crosta fina e clara, sem sangramento, edema
ou secrecéo, e no grupo tratado com o Dersani® (D4) observou-se uma &rea hiperémica
menor, com pequena crosta seca e escura (seta pontilhada).

Aos 7 dias (Figura 3), no grupo tratado com soro (S7) observou-se uma discreta
area hiperémica, porém, sem crosta e nao se observou sangramento, edema ou secrec¢éo;
entretanto nos animais do grupo tratado com o veiculo (V7) verificou-se uma area hiperémica
maior (seta curta) com odor e presenca de crosta fina (Figura - seta pontilhada); no grupo
tratado com a pomada (OP 7) a area hiperémica apresentou-se sem crosta, sangramento,
edema ou secrecao e no grupo tratado com o Dersani® (D7) observou-se uma area
hiperémica menor e com pequena crosta seca (seta pontilhada).

Aos 14 dias (Figura 3), observou-se a area da lesao fechada no grupo tratado com
soro (S14); no grupo tratado com o veiculo (V14) a leséo superficialmente reparada; no
grupo tratado com a pomada (OP 14) a lesdo finamente fechada e no grupo tratado com
Dersani® (D14), a leséo também finamente fechada.
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Figura 3. Evolugdo macroscopica da area total da leséo acompanhada por fotografias das
areas no 4°, 7° e 14° dias: S - grupo tratado com soro fisiologico; V - grupo tratado com o
veiculo; Op - grupo tratado com pomada de ora-pro-nobis e D - grupo tratado com Dersani®.

Fonte : os autores

3.2 Analise microscoépica

A analise das laminas preparadas com amostras de tecido das feridas permitiu a
atribuicdo de escores a cada elemento do processo cicatricial de cada ferida (crosta, tecido
de granulacéo e regeneracao epitelial), para cada dia. Os escores relativos a cada elemento
do processo cicatricial foram calculados e analisados estatisticamente, comparando-se os
grupos por dia (4, 7 e 14 dias ap6s a inciséo das feridas), a um nivel de significAncia de 5%
(a=0,05). Apbs os calculos preliminares (média aritmética simples, desvio-padréo, E.P.M.),
realizou-se o Teste de Homogeneidade de Variancias de Levene como pré-requisito para o
Teste de ANOVA; seguido do Teste de ANOVA para comparagéo das médias e do Teste de
Tukey para comparag¢des multiplas entre os tratamentos, quando necesséario (se o Teste de
ANOVA indicasse variancia significativa).

4° Dia de experimento: com relagéo a formagéo de crosta, observou-se que o escore
médio do grupo tratado com a pomada 2 foi significativamente menor que aqueles dos
outros grupos comparados (p-Valor = 0,0021 para o soro, p-Valor = 0,0021 para a pomada
1 e p-Valor = 0,0471 para o Dersani®), e, com relacéo a formagéo de tecido de granulagao,
significativamente maior que aquele do grupo tratado com soro fisiolégico (p-Valor =
0,0233). Entretanto, ndo apresentou diferenca significativa em outras comparagdes. Isso
indica que, em 4 dias, o grupo tratado com a pomada 2 apresentou melhora significativa
no processo cicatricial em relacédo aos demais grupos, pelo menos no que diz respeito a
formacéao de crosta.

7° Dia de experimento: com relacdo a formacao de crosta, observou-se que o0 escore
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médio do grupo tratado com a pomada 2 foi significativamente menor que os dos grupos
tratados com soro (p-Valor = 0,0167) e Dersani® (p-Valor = 0,0011), e, com relacéo a
formacédo de tecido de granulagéo, significativamente maior que aquele do grupo tratado
com a pomada 1 (p-Valor = 0,0301). Entretanto, ndo apresentou diferenga significativa
em outras comparagdes. Isso indica que, em 7 dias, o grupo tratado com a pomada 2
ainda apresentava melhora significativamente maior do que os grupos tratados com soro
e Dersani® e maior quantidade de tecido de granulacédo do que o grupo tratado com a
pomada 1.

14° Dia de experimento: com relacao a formacao de tecido de granulagéo, observou-

se que o escore medio do grupo tratado com a pomada 2 foi significativamente maior que
aquele do grupo tratado com soro (p-Valor = 0,0106) e, com relagéo a regeneragéo epitelial,
significativamente menor que aquele do grupo tratado com Dersani® (p-Valor = 0,0057).
Entretanto, ndo apresentou diferenca significativa em outras comparagoes.

Constatou-se, portanto, que a pomada de ora-pro-nébis na concentragdo de 10%
apresentou um desempenho positivo em relagdo aos demais grupos quanto a diminuicédo
da formacdo de crosta nas feridas nas etapas inicias (primeiros 7 dias) do processo
cicatricial e em relagdo ao soro fisiolégico quanto a promogéo da formacéao de tecido de
granulagcéo, ao passo que ndao mostrou destaque na promocao da formacgédo de tecido
epitelial em relagdo aos demais grupos analisados, inclusive sendo menos efetiva que o
Dersani® nesse quesito. A falta de uniformidade e de diferenca significativa em relagao as
demais comparagdes dos trés dias ndo permite inferir mais do que o exposto.

Aos 4 dias de tratamento (Figura 4) com a pomada de ora-por-nébis (OP4) ndo
observou-se a presenca de crosta fibrinoleucocitaria, 0 mesmo nao aconteceu com os outros
tratamentos: (S4), tratado com soro fisiol6gico, o grupo (V4), tratado somente com o veiculo
e o grupo (D4), tratado com o Dersani®, os quais apresentaram crosta fibrinoleucocitaria
(asterisco). Observou-se a presenca de células de defesa (seta pontilhada), o que
caracteriza essa fase inflamatoria. Aos 7 dias (Figura 4) pdde-se observar o uma evidente
neovascularizagdo nos grupos tratados com a pomada (OP7) e com o Dersani® (D7), esse
aumento do suprimento sanguineo e sua vasodilatacdo facilitam a migracédo de células
inflamatoérias como neutréfilos, macréfagos e linfocitos, elementos que fazem parte da fase
inflamatéria, enquanto que nos outros dois grupos (S7) e (V7) tratados com soro e veiculo,
respectivamente, ainda se observava presencga de crosta fibrinoleucocitaria. Aos 14 dias
(Figura 4), p6de-se observar uma reepitelizagéo total nas areas das feridas em todos os
tratamentos, diferindo apenas em espessura, inclusive com a formagéo da camada cérnea

(seta curta), de papilas dérmicas e ainda grande vascularizagéo (seta longa).
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Figura 4. Fotomicrografias dos aspectos histopatologicos das feridas com 4, 7, 14 dias de
tratamento (H.E.) 10X: S - grupo tratado com soro fisiologico; V - grupo tratado com o veiculo;
Op - grupo tratado com pomada de ora-pro-nébis e D - grupo tratado com Dersani®.

41 DISCUSSAO

O extrato etandlico das folhas da planta e as pomadas (pomada 1 — somente veiculo
- e pomada 2 - veiculo + extrato etandlico) foram confeccionados e armazenados conforme
orientagbes dadas. O procedimento operatério e o tratamento pés-operatério dos ratos
transcorreram sem complicagdes. Todos os animais recuperaram-se bem da anestesia,
demonstrando bom estado geral, atividades fisica e comportamental normais para a
espécie.

Os dados obtidos a partir da analise macroscépica mostraram que ndo houveram
diferengas significativas na velocidade de fechamento das feridas entre os tratamentos
aplicados. Pela anélise microscépica e atribuicao dos escores observou-se que a tendéncia
na evolugéo de todas as feridas foi a diminuigdo da quantidade de crosta e aumento da de
tecidos de granulagao e epitelial. Isso € o que se espera que aconte¢a ao longo do processo
cicatricial normal, sem infec¢cbes, novas lesdes ou outras complicacbes (MANDELBAUM et
al., 2003; DOMINGUES).
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Os resultados das andlises histopatologica e estatistica mostraram que a pomada
de extrato etandlico de ora-pro-nébis na concentracéo de 10% foi mais eficaz nos primeiros
estagios do processo cicatricial (i.e., nos primeiros 7 dias de tratamento), em comparagéao
aos demais tratamentos, uma vez que diminuiu a quantidade de crosta nas feridas. No geral,
os resultados microscopicos mostraram grandes diferengas entre a pomada de ora-pro-
nébis e os outros tratamentos quanto a formagéo de crosta e a maior eficiéncia da pomada
de ora-pro-nobis na promogéo de tecido de granulagdo em relacao ao soro fisiolégico a
0,9%. Para regeneracgéo epitelial, o tratamento com Dersani® foi significativamente mais
eficiente que as duas pomadas (com e sem principio ativo). A diminuicdo da crosta durante
0 processo cicatricial € um evento importante, uma vez que feridas abertas com crostas
cicatrizam mais lentamente (MANDELBAUM et al., 2003), indicando a efetividade da
pomada 2.

Sabe-se que compostos fendlicos e terpenoides possuem acao antioxidante e que tal
atividade ajuda a evitar o estresse oxidativo no processo inflamatério, ajudando a acelerar
0 processo de cicatrizacdo e evitar os sinais flogisticos (CARVALHO et al., 2014; PINTO
et al., 2015). Tais substancias, além de outras (alcaloides, flavonoides e fitoesterois) tem
sido encontradas em analises fitoquimicas das folhas de ora-pro-nbbis (Pereskia aculeata
Miller) e relatadas na literatura (Pinto et. al, 2012; Pinto et al., 2015; Souza et al., 2016),
entretanto a impossibilidade de fazer uma analise quimica do extrato obtido (isolamento de
constituintes) e verificar a agédo isolada e em conjunto de cada um dos seus componentes
fitoquimicos no processo cicatricial impedem qualquer afirmagédo conclusiva sobre os
principios ativos e suas atividades farmacoldgicas, neste presente trabalho.

Asignificativa acao da pomada do extrato etanélico a 10% na prevencéo da formagéo
de crostas nas feridas nos primeiros estagios, onde predomina-se o processo inflamatério e
de regeneracgéo, parece indicar a acao positiva do extrato etanolico no processo cicatricial,
uma vez que os ratos tratados apenas com a pomada 1 ndo demonstraram melhora
significativa para nenhum elemento cicatricial em relagdo aos outros tratamentos, nem
mesmo em relacdo ao soro fisioldégico a 0,9% (o tratamento mais simples dentre quatro
aplicados), o que parece indicar que algum(s) componente(s) do extrato atuou(aram)
durante o processo, de forma que a pomada 2 tenha proporcionado uma melhora
significativa para os ratos do grupo 3, pelo menos nos 7 primeiros dias, em relacdo aos
outros grupos, de forma semelhante como é relatado na literatura por Carvalho et al. (2014)
(relataram melhora significativa na morfologia de fibroblastos L929 de camundongos Swiss
tratados com extrato hidrometandlico das folhas de Pereskia aculeata Miller, fibroblastos
sd@o elementos importantes na fase de regeneracéo do processo cicatricial) e Pinto et al.
(2015) (relataram atividade anti-inflamatéria da fragdo hexanoica do extrato metandlico das
folhas da planta em ratos Wistar e camundongos Swiss).

Aos 4 dias de tratamento, ndo se observou formagéo de crosta apenas nas feridas

dos ratos tratados com a pomada 2 (Figura 4). Aos 7 dias pode-se observar o uma evidente
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neovascularizagdo nos grupos tratados com a pomada 2 (OP7) e com o Dersani® (D7)
(Figura 4), enquanto que nos outros dois grupos nao se observou o mesmo. Esse aumento
do suprimento sanguineo e sua vasodilatagéo facilitam a migracdo de células inflamatérias
como neutréfilos, macréfagos e linfécitos, bem como o transporte de nutrientes e moléculas
informacionais (DOMINGUES).

Mais testes, com outros procedimentos (concentracdes de principio ativo, formas
farmacéuticas, processos de extracado, liquidos extratores e testes experimentais) séo
necessarios para que se possa retificar ou ratificar os resultados obtidos neste presente
trabalho. A preparagédo de pomada de extrato de ora-pro-nbbis por meio da maceracéo das
folhas em alcool etilico absoluto por 24 horas pode néo ter sido a melhor forma de manter
0s componentes fitoquimicos ja identificados na planta e ja relatados como tendo atividade
anti-inflamatéria e positiva no processo cicatricial, ou a concentragéo foi insuficiente para
promover a regeneracéo epitelial e a formacgéo de tecido de granulagéo de forma uniforme,
dai os resultados pouco elucidativos depois do 7° dia de tratamento.

51 CONCLUSAO

A presente pesquisa demonstrou que a pomada a 10% feita a partir do extrato
etanolico (macerado) das folhas frescas de ora-pro-noébis (Pereskia aculeata Miller) aplicada
nas feridas dorsais cutaneas de ratos (Rattus norvegicus) machos adultos da linhagem
Wistar teve acdo na prevencao da formagao de crostas nas feridas nos primeiros estagios
do processo cicatricial (i.e, primeiros 7 dias), o que indica que algum(uns) componente(s)
fitoquimico(s) pode(m) ter atuado, entretanto novos testes devem ser realizados a fim de
retificar ou ratificar os resultado aqui obtidos. A pomada da planta causou significativa
melhora nas feridas com relagdo a formagéo de crosta, com relagcdo aos demais grupos,
e também quanto a formacado de crosta e tecido de granulagcdo se comparada ao soro
fisiologico a 0,9%. Entretanto, ndo apresentou resultados uniformes para os outros
elementos cicatriciais em outros dias, 0 que ndo permite inferir mais do que o mencionado
acima.

Andlises fitoquimicas de precisdo e mais testes precisam ser feitos no sentido de
identificar, isolar e avaliar o(s) principio(s) ativo(s) presentes nos extratos de varios tipos
da planta, alguns principios ativos talvez com atividade terapéutica para alguma doenca
ou injuria para o qual podem ainda néo ter sido testados, o que poderia proporcionar um
avanco para a industria farmacéutica, no sentido de fornecer matérias-primas e bases para

a quimica sintética elaborar novos medicamentos.
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