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Resumo

Introducédo: O uso de plantas na medicina fitoterdpica € uma alternativa & medicina tradicional, tendo
em vista seus efeitos anti-inflamatérios, antimicrobianos e antioxidantes, potencialmente eficazes no
auxilio do processo cicatricial. Objetivo: O estudo busca avaliar, por meio de andlise histoldgica, o
potencial cicatrizante dos extratos aquosos da casca do caule de Psidium guajava e da folha da
Myrciaria cauliflora em feridas de segunda inten¢@o em ratas Wistar. Método: Foram utilizadas 20 ratas
Wistar, distribuidas aleatoriamente em quatro grupos de 5 animais, com tratamento topico diario das
lesdes: Controle Positivo (CP) - solucdo aquosa de Bepantol® 5%; Controle Negativo (CN) - agua
bidestilada estéril; e Grupos Experimentais (GO) - extrato aquoso da casca do caule da goiabeira 10%
e (JU) - extrato aquoso da folha da jabuticabeira 1 g/mL. Os fragmentos histologicos foram recolhidos
nos dias 5 e 10 do experimento, fixados em formalina e encaminhados ao Laboratério de Patologia da
Universidade Federal S&o Joédo del-Rei. O material foi emblocado, recortado em micrémetro e corado
em HE. As laminas foram analisadas por microscopia optica com aumentos de 4 e 40x. Resultados:
No grupo CP, foi observado tecido em processo de cicatrizagdo com vasta vascularizacdo. Quando
comparado ao grupo CN, percebe-se uma aceleracao do reparo com uso do Bepantol®, possibilitando
reepitelizacdo mais rapida e menor quantidade de células inflamatérias agudas. Nos animais JU, aos
10 dias, sugere-se processo de reparo mais rapido que os demais tratamentos, com boa vascularizacéo
e pouca inflamagao. No grupo GO, todos os animais estavam reepitelizados aos 5 dias, sendo que aos
10 dias foi sugestiva a formacao de cicatriz menor que a dos demais grupos, com deposicao de fibras
de colageno mais proxima da pele intacta. Concluséo: Conclui-se que ndo houve diferenca significativa
no processo cicatricial dos quatro grupos, porém cada um possui caracteristicas proprias. As mudancas
sd0 muito sutis, mas sugere-se uma melhora do processo cicatricial do grupo tratado com goiabeira.
Para investir nesse modelo experimental, € necessério tempo mais prolongado com o tratamento, de
forma a avaliar especialmente a deposi¢cao de matriz extracelular.

Palavras-chave: Cicatrizacéo de feridas. Fitoterapia. Histologia.



Introducéo

A pele é constituida por trés camadas: a epiderme, camada mais superficial
constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado; a derme, tecido
conjuntivo de suporte elastico, composta por fibroblastos e matriz extracelular, células
imunolégicas, vasos sanguineos e terminacdes nervosas; e a hipoderme, a camada
subcutanea, composta por vasos, nervos, glandulas e tecido adiposo (ROSSI et al.,
2018). E o maior 6rgdo do corpo humano e a principal barreira contra ameacas fisicas
e bioldgicas; portanto, a capacidade de reparacdo da pele é essencial para manter a
integridade do organismo.

O processo de cicatrizacdo envolve uma série de mecanismos em trés fases
ou periodos sobrepostos: fase inicial, exsudativa ou inflamatéria, fase proliferativa e
fase de remodelacdo ou maturacdo tecidual. Cada uma € caracterizada macro e
microscopicamente pela presenca de infiltrados de células em locais especificos, que
ocorrem de forma integrada e coordenada por mediadores quimicos, fendmeno que
macroscopicamente se caracteriza pelo tecido reparado (TRESVENZOL et al., 2013;
SILVA, 2016).

Conforme Freitas (2014), a fase inflamatéria inicia-se logo apés a lesdao do
tecido e dura cerca de trés a sete dias; inicialmente ocorre a hemostasia da leséo por
acao das plaquetas e cascata de coagulacdo e, a seguir, surgem as celulas
inflamatorias. Os primeiros tipos celulares que aparecem sdo 0s neutréfilos
(polimorfonucleares), consideradas células da fase aguda da inflamacgéo, pois
possuem meia vida mais curta e pico de atividade nas primeiras 24-48 horas da leséo;
nos dias seguintes, ha maior aporte de macrofagos, linfocitos e plasmacitos,
consideradas células inflamatoérias cronicas (MEDEIROS; DANTAS-FILHO, 2016).

A fase proliferativa tem inicio por volta do terceiro dia e pode durar de 14 a 21
dias. Nesse periodo, ocorrem quatro importantes eventos: a angiogénese - formacéo
de novos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes; a fibroplasia - substituicdo
do tecido de granulacdo (infiltrado inflamatério e neovasculatura) por matriz
extracelular a partir da acéo dos fibroblastos; a contracéo da ferida - reaproximacao
das bordas por acdo dos miofibroblastos; e a epitelizacdo - proliferacéo e migragéo de
células endoteliais para a formacdo de novo epitélio (TARDELLI; SOUTO, 2011,
ROSSI et al., 2018).



A fase final da cicatrizagdo é a de maturacdo ou remodelamento do colageno,
gue se inicia apds a reepitelizacdo completa da ferida por volta da terceira semana
apos a lesao e pode durar meses a anos (FREITAS, 2014). Nessa fase, o tecido de
granulacgédo é substituido por tecido cicatricial de fato. As células das fases anteriores
sofrem apoptose, a matriz provisoria é substituida por colageno tipo |, e as fibras
colagenas se alinham de maneira a aumentar a forca ténsil do tecido reparado, o mais
proximo possivel ao tecido original (MEDEIROS; DANTAS-FILHO, 2016).

Pensando no melhor tratamento das feridas, muitos estudos e experimentos
séo realizados para alcancar um produto eficiente que tenha bons resultados no
processo de cicatrizacdo, com custo-beneficio satisfatorio e acessivel a populacéo
geral, tornando o uso de recursos naturais uma alternativa promissora para esses fins
(SILVA, 2016).

Segundo Damasceno et al. (2016), a flora brasileira, por possuir grande
biodiversidade vegetal, favorece o estudo de extratos que podem contribuir na
ampliacdo do conhecimento da medicina fitoterapica. Pertencentes a familia
Myrtaceae, 0os géneros Psidium e Myrciaria sdo de vasta distribuicdo no pais e
destacam-se no ambito fitoterapico devido a seus diversos compostos fendlicos e
derivados polioxigenados que possuem efeitos antioxidante, antinflamatério e
antimicrobiano (BALDIN, 2016).

Observando-se as diversas aplicacdes das plantas no cenario medicinal, o
estudo aqui descrito teve por finalidade a avaliacdo histolégica do potencial
cicatrizante do extrato aquoso de cascas do caule de Psidium guajava L. e do extrato
aquoso da folha da Myrciaria cauliflora em feridas de segunda intencdo em ratas
Wistar.

Método

Aspectos Eticos

Para a realizacdo deste estudo, foram seguidas as premissas do CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) e protocolos aprovados
pelo CRMV (Conselho Regional de Medicina Veterinaria). Este estudo foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Metropolitano de Ensino
Superior/IMES-Univago (CEUA/IMES) sob protocolo n°® 01.001.13.



Coleta e identificacao das plantas

Ramos das espécies P. guajava e M. cauliflora foram coletados no Sitio Jardim
Fechado, Cérrego do Monjolo, no municipio de Santana do Paraiso - Minas Gerais,
cujas coordenadas s&o 19° 22 9” S e 42° 33’ 43’ W. Os ramos foram removidos com
auxilio do podédo, colocados em bandejas plasticas, individualmente, para o
transporte. O material coletado foi enviado para o Herbario do Centro Universitario do
Leste de Minas Gerais, para identificacdo botanica e preparo dos extratos. As
exsicatas foram incorporadas ao acervo da instituigao.

Partes selecionadas de cascas do caule da P. guajava foram secas em estufa
de ventilacao forcada, a 60 °C, por 48 horas, enquanto as folhas de M. cauliflora foram
secas a 45 °C, por 7 dias. O procedimento foi realizado para retirada da agua e, com
isso, impedir reacdes de hidrolise e crescimento de microrganismos. Posteriormente

foram trituradas em moinho de faca e tamisados a 20 mesch.

Preparo do extrato aquoso

Para o preparo dos extratos, foram utilizadas 20 g da planta (casca do caule da
goiabeira tamisada ou folha da jabuticabeira tamisada) para cada 150 mL de agua
destilada. Cada preparacao foi fervida por 60 minutos. Apos esse periodo, foram
submetidos a filtracdo. O filtrado, extrato aquoso, foi concentrado em evaporador
rotatorio para concentracao do extrato até aproximadamente 10% do volume inicial.
O extrato foi armazenado em frasco escuro e mantido refrigerado em temperatura de
até 10 °C.

A escolha por extrato aquoso tem como base a menor interferéncia nos
resultados, uma vez que a utlizagdo do extrato alcodlico pode promover a
desidratacdo tecidual e dermatites, induzindo alteracbes no processo cicatricial
(PEDERSEN et al., 2005).

Grupos Experimentais

Foram utilizadas 20 ratas Wistar (Rattus norvegicus) adultas, pesando
aproximadamente 250 g, fornecidas pelo biotério do IMES. Durante as etapas
experimentais, os animais foram mantidos no biotério, acomodados em caixas

apropriadas de polipropileno, com um animal por caixa em condi¢bes de temperatura



e umidade controladas, ciclos noite/dia bem definido, racdo propria para a espécie e
agua “ad libitum”. Respeitou-se o periodo de aclimatacdo de sete dias antes do inicio
do experimento.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos de 5 animais:
Controle Positivo (CP) - solucdo aquosa de Dexpantenol 5% (Bepantol® 5%); Controle
Negativo (CN) (agua bidestilada estéril) e Grupos Experimentais (GO) (extrato aquoso
da casca do caule da goiabeira 10%) e (JU) (extrato aquoso da folha da jabuticabeira
10%).

Producéo da ferida cutanea

Antes da producéao das feridas, cada animal foi pesado e identificado na cauda,
utilizando uma caneta dermografica. Identificou-se o numero do animal e o grupo
experimental. Posteriormente foram alojados em caixas individuais também
etiquetadas com a identificacdo do animal e do grupo experimental. A ferida cutanea
foi realizada sob anestesia por meio da aplicacéo intraperitoneal de ketamina a 10%
(80 mg/Kg/animal) e xilazina a 2% (15 mg/Kg/animal) (Figura 1A). Apos anestesia, foi
realizada tricotomia no dorso do animal e antissepsia da regido com solugéo de alcool
iodado a 2%.

A incisao cirargica foi feita com auxilio de punch de 6 mm, utilizando-se a linha
média como referéncia, incluindo a epiderme, derme e a fascia conjuntiva do dorso do
animal (Figura 1B). A profundidade do ferimento da pele foi padronizada em fungé&o
da visualizagdo do plano muscular. Foram feitas duas excisdes cirargicas, na regiao
toracica, sendo uma de cada lado da linha média (Figura 1C). As feridas foram
confeccionadas na regido toracica esquerda e direita com o intuito de dificultar
interferéncias (lambedura e mordedura). Para analgesia, 0os animais receberam pés-

procedimento cirargico solucao aquosa de dipirona sédica (1 gota/100 mL).

Figura 1- Etapas do procedimento cirdrgico de producéo das feridas. A- Procedimento anestésico;
B- Producéo da ferida (Punch 6mm); C- Ferida incisional.



Tratamento

Apoés o procedimento cirdrgico, todas as feridas de cada grupo experimental
foram tratadas com aplicacdo tépica de 100 uL/ferida com as solucbes propostas;
agua bidestilada estéril (CN); Dexpantenol 5% liquido (CP); extrato aquoso de Psidium
Guajava L. 10% (GO) e extrato aquoso da folha de M. cauliflora 10% (JU), conforme
0 grupo ao qual pertenciam. Todos 0s animais receberam tratamento diario por um
periodo de dez dias.

O uso da agua bidestilada como controle negativo fundamentou-se na sua
pouca interferéncia na lesdo e sua ampla utilizacdo em estudos de cicatrizacdo em
ratos (GARROS et al., 2006; BATISTA et al., 2014).

A escolha do Dexpantenol 5%, como controle positivo, deveu-se ao uso desse
medicamento em diversas pesquisas semelhantes. Esse alivia o prurido e auxilia a
cicatrizacdo de lesdes de pele por estimular a epitelizacéo e granulacdo em eczemas
e dermatoses discretos, picadas de insetos e escoriacbes de pouca gravidade
(KOROLKOVAS, 2006; MARTORELLI et al., 2011).

Para realizacdo do experimento, escolheram-se ratas da linhagem Wistar
devido a facilidade de manuseio, de acomodacé&o e a maior resisténcia aos processos
infecciosos (GARROS et al., 2006).

Eutanasia

No quinto e décimo dias ap06s o procedimento cirargico, os animais foram
eutanasiados por sobredose da associacdo anestésica de ketamina e xilazina. As
carcacas foram coletadas por empresa especializada no gerenciamento e destinacao
de residuos biolégicos.

Andlise microscoépica da ferida

A analise microscopica foi realizada por meio do estudo histolégico dos
fragmentos, os quais foram recolhidos nos dias 5 e 10 do experimento com uso de
punch de 6 mm. Os fragmentos foram fixados em formaldeido (formol a 10%), com
amostragem identificada de todos os animais, para que as areas cicatriciais pudessem

ser conferidas inteiramente.



O material foi encaminhado para o Laboratério de Patologia da Universidade
Federal de Sdo Jodo del-Rei (UFSJ) e submetido a processamento histolégico,
incluido em parafina, recortado na espessura de 2 micrometros (duas micras) e corado
com Hematoxilina e Eosina (HE).

As laminas obtidas foram analisadas mediante microscopia de luz, com
objetivas de 4 e 40x. Foram avaliados a presenca de células inflamatérias, fibroblastos

e tecido conjuntivo e realizada analise qualitativa do processo cicatricial.

Resultados

O processo cicatricial, visivelmente, mostrou-se similar em todos os grupos
durante o experimento. No décimo dia, as feridas de todos os animais dos quatro
grupos apresentavam fechamento completo. N&o houve intercorréncias graves a
relatar, como 0bito, sinais de infecg&o ou presenca de secrecao purulenta nas lesoes.
Na Figura 2, fotos ilustrativas do processo de cicatrizacdo, comparando-se 0s quatro

grupos.

Figura 2 — llustrac&o do processo cicatricial por grupo nos dias 01, 05 e 10 do experimento. CN
— Controle Negativo: agua bidestilada estéril; CP — Controle Positivo: Dexpantenol 5%; JU — Grupo
Experimental: extrato aquoso de jabuticabeira; GO — Grupo Experimental: extrato aquoso de goiabeira.
As imagens A, B, C e D ilustram o primeiro dia do experimento, apds a cirurgia. E, F, G e H ilustram a
formacéo de crosta nos quatro grupos ao quinto dia. I, J, K e L ilustram o fechamento completo da
ferida, observado nos quatro grupos no décimo dia.



Na analise microscopica dos tecidos colhidos nos dias 5 e 10 do experimento,
foram avaliadas caracteristicas como presenca de células inflamatorias, fibroblastos
e deposicao de matriz extracelular, bem como a presenca de crosta e vascularizacéo
dos tecidos durante o processo de cicatrizacao.

Nos animais do grupo controle negativo, praticamente todos os animais nao
estavam reepitelizados apos cinco dias de tratamento da ferida com agua bidestilada.
Na Figura 3, € possivel verificar a evolucdo da ferida desses animais. Percebe-se
infiltrado inflamatério vasto, com predominio de macro6fagos e linfocitos (Figura 3B),
embora possa ser observada a presenca de neutrofilos em alguns animais desse
grupo. O tecido encontra-se com angiogénese normal e a area da ferida extensa, a
presenca de tecido adiposo evidencia a profundidade que atinge até a hipoderme e
gue a deposicdo de matriz extracelular ainda nao foi suficiente para formacao da
derme e epiderme (Figuras 3A). Com cinco dias do processo nao € mais esperada
presenca excessiva de células inflamatorias, visto que a fase prevista nesse tempo é
proliferativa e ndo mais inflamatoria.

Ao décimo dia, observa-se uma diminuicdo no tamanho da ferida e também
reducdo do infiltrado inflamatdrio. Como previsto para esse tempo do reparo da ferida,
h& células inflamatorias crénicas, principalmente linfocitos, e fibroblastos. Ha inclusive
presenca de tecido de granulacdo com deposicdo de matriz extracelular, fibras
colagenas bem alinhadas, de acordo com a orientacéo das células do tecido, tipicas

do processo natural de cicatrizagéo (Figura 3C e 3D).
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Figura 3 - GRUPO CN: Analise histologicado processo dereparo 5 (A e B)e 10 (C e D) dias apos
lesé@o excisional na pele do dorso de camundongos. Laminas A e C - objetivas de 4X, escala da
barra =100 uym; Laminas B e D - objetivas de 40X, escala da barra= 20 um. Letras indicam: ep — epitélio;
tg — tecido de granulacéo; ta — tecido adiposo; c- crosta.

Nos animais do grupo controle positivo (Figura 4), praticamente todos estavam
reepitelizados apos cinco dias, usando o Bepantol® nas lesdes. Ha infiltrado
inflamatério com predominio de linfécitos. Ha presenca de crosta na superficie da
ferida (Figura 4A) e abaixo dessa registra-se tecido de granulacédo com deposicao de
matriz extracelular, com fibras colagenas bem alinhadas (Figura 4B), como esperado
para a descricdo da cinética inflamatoria no modelo excisional com cinco dias apos a
lesdo. O tecido encontra-se bem vascularizado, e a &rea da ferida é extensa. Ao
décimo dia, considera-se uma diminuicdo no tamanho da ferida e no niamero de
células do infiltrado inflamatério, e aumento da deposi¢cdo de matriz extracelular
(Figuras 4C e 4D).
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Figura 4 — GRUPO CP: Andlise histolégicado processo de reparo 5 (A e B) e 10 (C e D) dias ap6s
lesé@o excisional na pele do dorso de camundongos. Laminas A e C - objetivas de 4X, escala da
barra =100 uym; Laminas B e D - objetivas de 40X, escala da barra= 20 um. Letras indicam: ep — epitélio;
tg — tecido de granulacédo; ta — tecido adiposo; c- crosta.

Ao comparar a evolugcdo dos grupos controle, percebe-se que had uma
aceleracdo no processo de reparo com o uso do Bepantol®, pois a reepitelizacao esta
mais rapida, e o infiltrado inflamatério apresenta-se com menos células de inflamacao
aguda. A ferida possui uma éarea de tecido de granulacdo, qualitativamente, sem
diferenca no tamanho da sua extenséao.

No grupo JU, tratados com o extrato de jabuticabeira, praticamente todos os
animais nao estavam reepitelizados no quinto dia. Como se verifica nas Figuras 5A e
5B, ha tecido de granulagdo, com uma deposi¢cdo de matriz extracelular mais lenta
gue os grupos controle, pois ha ainda grandes areas de tecido adiposo. Ha presenca
de infiltrado inflamatoério com predominio de linfécitos e fibroblastos, entretanto bem
menos inflamado que os grupos controle; angiogénese normal no reparo e area da
ferida extensa. Com cinco dias é esperada deposi¢cao de matriz extracelular na leséo,
gue nesse grupo se apresenta atrasada em relagdo aos controles, mas ao mesmo

tempo menos inflamado que os demais.
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Portanto, observa-se que no décimo dia o grupo JU esta menos inflamado que
0 grupo GO, com celularidade menos intensa, e evidencia-se que o processo de

reparo parece mais adiantado que nos demais grupos (Figuras 5C e 5D).

Figura 5 — GRUPO JU: Andlise histolégicado processo dereparo 5 (A e B) e 10 (C e D) dias ap0s
lesé@o excisional na pele do dorso de camundongos. Laminas A e C - objetivas de 4X, escala da
barra =100 uym; Laminas B e D - objetivas de 40X, escala da barra= 20 um. Letras indicam: ep — epitélio;
tg — tecido de granulacéo; ta — tecido adiposo; c- crosta.

No grupo GO, tratados com o extrato de goiabeira, praticamente todos os
animais estavam reepitelizados ao fim do experimento. No quinto dia, a maioria dos
animais apresenta bastante matriz extracelular depositada (Figura 6A), muitas células
inflamatoérias com predominio de linfécitos, e alguns animais ainda em processo de
substituicédo de tecido adiposo (Figura 6B).

Com 10 dias de cicatrizagéo, o tecido apresenta-se bem vascularizado, com
animais completamente reepitelizados, evidenciando epitélio espesso e area da ferida

menos extensa que nos animais dos demais grupos (Figuras 6C e 6D).
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Figura 6 — GRUPO GO: Analise histologica do processo de reparo 5 (A e B) e 10 (C e D) dias ap0s
les@o excisional na pele do dorso de camundongos. Laminas A e C - objetivas de 4X, escala da
barra =100 uym; Laminas B e D - objetivas de 40X, escala da barra= 20 ym. Letras indicam: ep — epitélio;
tg — tecido de granulacéo; ta — tecido adiposo; c- crosta.

Ao comparar a evolucéo dos grupos experimentais, percebe-se que o grupo JU
apresentou processo inflamatorio menos intenso, enquanto a deposicdo de matriz
extracelular no grupo GO foi mais precoce e, possivelmente, possibilitou uma cicatriz
menos extensa. Pode-se inferir que ambos apresentam vantagens no processo de
cicatrizacdo em relacdo ao grupo CN, mas nao sdo superiores aos resultados obtidos
com o grupo CP.

Discussao

Conforme dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 20.000
espécies de diferentes plantas j4 foram catalogadas e s&o utilizadas para fins
terapéuticos em todo o mundo (SILVA, 2016). No Brasil, foram implementadas pelo
Ministério da Saude, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) e a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC),

ambas no ano de 2006, com o intuito de estimular o acesso as praticas
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complementares e as plantas medicinais, para o cuidado na atencéo primaria a saude
publica, de forma eficaz e segura (PIRIZ et al., 2014; DAMASCENO et al., 2016).

Neste estudo, utilizou-se o extrato aquoso de duas plantas muito comuns no
pais, utilizadas empiricamente no tratamento de diversas enfermidades: a goiabeira
(Psidium guajava) e a jabuticabeira (Myrciaria cauliflora), ambas da familia Myrtaceae,
ricas em compostos fendlicos, flavonoides e taninos, com potentes propriedades
antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatérias (AMADOR, 2015; HAIDA et al.,
2015; BALDIN, 2016; MEIRA et al., 2016).

A familia Myrtaceae é composta por mais de 100 géneros e quase 4000
espécies, presentes especialmente em regides tropicais; no Brasil sdo descritos 26
géneros e em torno de 1.000 espécies (HAIDA et al., 2015; LEIPELT, 2016). O género
Psidium possui cerca de 92, espécies e 60 dessas espécies podem ser encontradas
no pais (OLIVEIRA, 2013). O género Myrciaria é composto de aproximadamente 236
espécies, sendo 40 delas nativas do Brasil (LEIPELT, 2016).

Além do uso alimenticio dos frutos (in natura ou processados na forma de
sucos, geleias e doces), todas as partes das plantas sao utilizadas para fins
terapéuticos ou industriais (cosméticos, conservantes alimenticios, farmacéuticos),
cascas, folhas, brotos, sementes, raizes e caule séo utilizados nas mais diversas
preparacdes e vias de aplicacdo (MEIRA et al., 2016; BRAGA, 2016).

Na medicina popular, a goiabeira é utilizada para colicas, colite, diarreia, dor de
garganta e doencas bucais, inclusive se encontra no Memento Fitoterapico da
Farmacopeia Brasileira, dentre outras plantas medicinais catalogadas para uso na
saude publica (ANVISA, 2016). Estudos cientificos demonstraram a eficacia da
Psidium guajava com propriedades antioxidante (AMADOR, 2015; HAIDA et al.,
2015), antibacteriana (BONA et al., 2014), antifangica (MARTINS et al., 2016),
antiprotozoaria (BRAGA, 2016), antitumoral (LEIPELT, 2016) e cicatrizante (SILVA,
2016).

A jabuticabeira é utilizada empiricamente para tratar algumas doencas como
asma, inflamacdes, problemas gastrintestinais e irritacdes da pele (MEIRA et al.,
2016). Muitos estudos tém demonstrado os potentes resultados da Myrciaria cauliflora
devido a seus efeitos antioxidante (BALDIN, 2016; MEIRA et al., 2016), antibacteriano
(BONA et al., 2014; OLIVEIRA, 2016), antifangico (MARTINS et al., 2016), antitumoral
(WANG et al., 2014; LEIPELT, 2016), hipotensor e vasodilatador (ANDRADE et al.,
2016).
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Quanto ao efeito cicatrizante dos extratos dos géneros Psidium e Myrciaria, sdo
escassos 0s estudos na literatura atual, embora muitos trabalhos sobre cicatrizacéo
tenham sido desenvolvidos com diversas outras plantas. Assim como foi realizado
neste experimento, outros estudos em modelo experimental avaliaram, através de
andlise histoldgica, a cicatrizagcédo por segunda intencéo de feridas em dorso de ratos,
utilizando extratos vegetais como tratamento topico diario (ARAUJO et al., 2015;
BATISTA et al., 2014; BEZERRA et al., 2015; CAPELLA et al., 2016; LOPES, 2015;
SANTOS et al., 2014).

No quinto dia do presente experimento, todos os animais, tanto dos grupos
controle quanto dos grupos tratados com os extratos aquosos de Psidium e Myrciaria,
apresentavam formacao de crosta e no décimo dia apresentavam fechamento das
feridas (epitelizacdo). Tempos analogos foram observados por Capella et al. (2016)
no estudo com extrato de urucum (Bixa orellana L.), em que todos 0s grupos se
encontravam na fase inflamatéria no quarto dia, nos dias 7 e 14 estavam na fase
proliferativa, em transicéo para a fase de maturacédo no 14° dia.

O tempo final de cicatrizagdo entre os grupos foi aparentemente 0 mesmo, mas
0 processo cicatricial dos grupos experimentais apresentou algumas diferencas,
embora sutis, que auxiliaram na reparacéo tecidual. Com resultados semelhantes aos
encontrados neste estudo, Batista et al. (2014) utilizaram o extrato aquoso do aveloz
(Euphorbia tirucalli) em diferentes concentracbes e verificaram que nao houve
reducdo no tempo final de cicatrizacdo das feridas em comparacdo aos grupos
controle, entretanto o aveloz produziu menor hiperemia e exsudacao, resultando em
uma cicatriz esteticamente melhor, sendo observado também nos extratos deste
experimento.

Neste estudo, no grupo experimental JU, evidenciou-se que a resposta
inflamatéria foi menos intensa que nos outros grupos e que no décimo dia o0 processo
de reparo parecia ter-se acelerado, visto que até o quinto dia a deposi¢cado de matriz
estava mais lenta que nos demais grupos, porém no décimo dia apresentava
adequada deposicdo de matriz extracelular e colageno. Bezerra et al. (2015)
descreveram 0s mesmos resultados com o uso do 6leo de pequi (Caryocar
brasiliense) em feridas cutaneas. Em contrapartida, Santos et al. (2014) encontraram
resultados inversos em seu experimento com o urucum (Bixa orellana L.), o qual
apresentou aumento do infiltrado inflamatorio e menor quantidade de fibroblastos no

processo de reparo tecidual.
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A fase inflamatdria inicia-se logo ap0s a lesdo do tecido, dura em média trés a
sete dias e é de suma importancia para a cicatrizacdo. Entretanto, quando a reacéo
inflamatdria € intensa ou ha persisténcia de células inflamatorias durante o processo
de remodelagéo da ferida, a inflamacdo pode prejudicar o processo de reparo por
promover edema e quantidade excessiva de exsudato. Esses fatores, por sua vez,
podem provocar deiscéncia, crescimento bacteriano e consequente inibicdo da
proliferacdo de fibroblastos e da deposicao de colageno (BEZERRA et al., 2015;
SANTOS et al., 2014).

Menor reacao inflamatéria com uso de Myrciaria cauliflora é esperado, visto que
a jabuticabeira € de uso popular para o tratamento de inflamacdes e irritacfes de pele.
Ademais, discute-se a propriedade anti-inflamatoria das plantas ricas em compostos
fendlicos, utilizadas para potencializar o processo de cicatrizacdo em feridas e Ulceras,
pois tais plantas agem como antioxidantes combatendo os radicais livres e
apresentam atividade antimicrobiana e moduladora do sistema imune (AMADOR,
2015; HAIDA et al., 2015; BALDIN, 2016; MEIRA et al., 2016).

O grupo GO do presente experimento, no quinto dia, sinaliza que,
provavelmente, ocorrer4 uma formacao de cicatriz menos extensa ou com deposi¢cao
de fibras de colageno mais proxima da pele intacta, pois menor € a area da ferida e o
tecido de granulacdo esta praticamente tomado por matriz extracelular. No décimo
dia, todos os animais apresentam reepitelizacdo completa e epitélio espesso,
podendo-se inferir que o tratamento com Psidium guajava promoveu uma fibroplasia
mais intensa, vasta epitelizacéo e adequada contracao da ferida.

A fase proliferativa inicia-se apos o terceiro dia da leséo tecidual e pode durar
de 14 a 21 dias. O tipo celular predominante dessa fase € o fibroblasto, fundamental
para a formacao da cicatriz. Tardelli e Souto (2011) e Rossi et al. (2018) descrevem
quatro eventos importantes que compdem essa fase: angiogénese, fibroplasia,
contracao da ferida e epitelizacéo, observadas no presente experimento em todos 0s
grupos experimentais, embora o GO tenha apresentado melhor fibroplasia e,
possivelmente, maior vantagem no processo de remodelamento.

Silva (2016) avaliou a acéo cicatrizante e a atividade antibacteriana da Psidium
guajava utilizando o extrato etandlico da planta em feridas cutdneas de ratos, com
analises histolégicas nos dias 5, 10, 15, 20 e 25 do experimento, e encontrou
resultados semelhantes aos do presente estudo. De acordo com Silva (2016), a

avaliacao histoquimica demonstrou que, nos grupos dos animais que receberam o
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extrato como tratamento, houve reepitelizagcdo da epiderme e uma derme com
presenca de fibras colagenas espessas, mais densas que as encontradas nos grupos
controle e placebo.

Quanto mais fibras colagenas (fibras coldgenas espessas), maior a resisténcia
ténsil e, portanto, ha um reparo tecidual mais eficiente, o que foi evidenciado nos
animais tratados com o extrato de goiabeira. Assim, sugere-se que 0S compostos
guimicos encontrados na planta poderao representar grande potencial antimicrobiano
e cicatrizante na constituicdo de novos medicamentos e tratamentos.

Resultados similares foram encontrados por Araudjo et al. (2015) e Lopes
(2015), utilizando os extratos de batiputa (Ouratea spp.) e babacu (Orbignya
phalerata), respectivamente. O tratamento com o 6leo de Ouratea spp. apresentou
retracdo da ferida mais precoce e uma colagenizacdo mais acentuada quando
comparado aos outros tratamentos; ja o grupo tratado com babagu apresentou maior
proliferacéo fibroblastica (fibroplasia) e colageno mais maduro que os demais grupos.

Desse modo, mediante os resultados encontrados no estudo apresentado, e
em demais estudos com plantas de uso terapéutico, constata-se que a fitoterapia é
uma fonte potencial para novos farmacos. Diante da auséncia de relatos de toxicidade
da jabuticabeira e da goiabeira, e da ampla distribuicdo dessas plantas no Brasil, faz-
se necessaria a ampliagcdo dos estudos para comprovar a atividade terapéutica

desses produtos e consolidar seu uso em beneficio da populagéo.

Conclusao

Considerando-se os resultados obtidos no presente estudo, com 5 e 10 dias
ndo ha evidéncias de que qualquer tratamento foi de fato impactante e mudou de
forma expressiva os eventos inflamatérios. De forma geral, no grupo experimental GO
a deposicédo de matriz extracelular aconteceu mais precocemente e, possivelmente,
possibilitou uma cicatriz menos extensa em comparagao aos demais grupos. No grupo
experimental JU, o processo de reparo se acelera em relacdo aos demais grupos e
apresenta-se menos inflamado. Apesar das vantagens evidenciadas na cicatrizacao
dos animais tratados com os extratos propostos, ndo ha superioridade em relacao aos
controles.

Importante ressaltar, também, que ainda ndo ha na literatura consenso quanto

a concentracao, via e frequéncia de aplicacao do fitoterapico, havendo necessidade
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de padronizacéo. Para investir nesse modelo experimental, é necesséario tempo mais
prolongado com o tratamento de forma a avaliar especialmente a deposi¢cédo de matriz
extracelular e, também, que o modelo inflamatorio seja mais bem explorado, levando-
se em consideracdo grupos maiores de animais, maior tempo de tratamento e

diferentes concentragdes dos extratos.
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POTENTIAL HEALING OF Psidium guajava L. and Myrciaria cauliflora IN SKIN
WOUNDS: HISTOLOGICAL EVALUATION IN EXPERIMENTAL MODEL STUDY

Abstract

Introduction: The use of plants in herbal medicine is an alternative to traditional medicine, considering
its anti-inflammatory, antimicrobial and antioxidant effects, potentially effective in helping the cicatricial
process. Objective: The aim of this study was to evaluate the healing potential of aqueous extracts of
Psidium guajava stem bark and Myrciaria cauliflora leaf on second intention wounds in Wistar rats.
Method: Twenty Wistar rats were randomly assigned to four groups of 5 animals with daily topical
treatment of lesions: Positive Control (CP) - aqueous solution of Bepantol® 5%; Negative Control (CN)
- sterile bidistilled water; and Experimental Groups (GO) - aqueous extract of guava stem bark (P.
guajava) 10% and (JU) - aqueous extract of leaf of jabuticaba (M. cauliflora) 1g/mL. Histological
fragments were collected on days 5 and 10 of the experiment, fixed in formalin and sent to the Laboratory
of Pathology of Federal University Sao Jodo del-Rei. The material was stacked, trimmed in micrometer
and stained in HE. The slides were analyzed by optical microscopy with magnification of 4 and 40x.
Results: In the CP group tissue, the healing process was observed with extensive vascularization.
When compared to the CN group, an acceleration of the repair with the use of Bepantol® is possible,
allowing a faster reepithelization and a smaller quantity of acute inflammatory cells. In JU animals at the
end of 10 days, a faster repair process is suggested when compared to the other treatments, with good
vascularization and little inflammation. In the GO group all animals were already reepithelialized at 5
days, and at 10 days the scar formation was smaller than the other groups, with deposition of collagen
fibers closer to the intact skin. Conclusion: It was concluded that there was no significant difference in
the scarring process of the four groups, however, each one has its own characteristics. The changes
are very subtle, but it is suggested an improvement of the scarring process of the group treated with
guava. In order to invest in this experimental model, it is necessary to think of later dates that specially
evaluate the deposition of extracellular matrix.

Keywords: Wound Healing. Phytotherapy. Histology.
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