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OLEO DE SEMENTE DE MARACUJA NO REPARO DE FERIDAS
CUTANEAS EM EQUINOS E RATOS WISTAR

Resumo — O presente trabalho, teve como objetivo avaliar o potencial
cicatricial do Oleo de semente de maracuja. O Oleo de semente de
maracuja € um fitoterapico, inovador com grandes perspectivas para para
acelerar o processo cicatricial de lesdes cutaneas. Nesse estudo foram
avaliados feridas de equinos e ratos Wistar. Foram feitas avaliacdes
macroscoépicas e microscopicas nos equinos e avaliacdo imunuistoquimica
nos ratos Wistar. Nas primeiras avaliagbes macroscopicas e
microscopicas nos equinos, pudemos notar a diferenca entre o grupo
controle e o grupo tratado com Oleo de semente de maracuja, 0S
resultados fora estatisticamente significativos, em relacdo ao grupo tratado
com Oleo de semente de maracuja. Quando feita a imunoistoquimica no
material bioldgico coletado dos ratos, obtivemos um resultado significativo,
estatisticamente comprovado, avaliando COX-2, TGFB, VEGF, Alfa Actina,
Fator VI, CD68. Sdo marcadores de extrema importancia na evolugao
cicatricial. Com os resultados obtidos, pudemos comprovar que o
fitoterapico, 6leo de semente de maracuja € eficiente e a acelera o
processo cicatricial.

Palavras-Chave: 0leo de semente de maracuja, equino, ratos wistar,
processo cicatricial, imunistoquimica.



PASSION FRUIT SEED OIL IN WOUND REPAIR SKIN IN
EQUINE AND RATS WISTAR

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the healing potential of passion
fruit seed oil. The passion fruit seed oil is a herbal, innovative with great
prospects for to accelerate the healing process of skin lesions. In this study
were evaluated wounds of horses and Wistar rats. Macroscopic and
microscopic evaluations were done in horses and imunuistoquimica
assessment in Wistar rats. In the first macroscopic and microscopic
evaluations in horses, could tell the difference between the control group
and the group treated with passion fruit seed oil, the results had been
statistically significant, compared to the group treated with passion fruit
seed oil. When done immunohistochemistry biological material collected
from the mice, we obtained a significant result, demonstrated statistically
evaluating COX-2, TGFb, VEGF, Actin alpha, Factor VIII, CD68. Markers
are very important in scar evolution. With the results, we could confirm that
the herbal medicine, passion fruit seed oil is efficient and speeds up the
healing process.

Keywords: herbal, passion fruit seed oil, equine, Wistar rats, healing
process.



1. Introducéo

O processo de reparacdo tecidual € um tema de grande importancia
multidisciplinar para todas as areas da saude. As cicatrizes podem implicar em
complicacbes, além do aspecto estético, como dores locais, retragbes do tecido,
diminuicdo do movimento (IRVIN, 1981.). A cicatrizacdo ao longo dos anos tem
merecida atencdo de pesquisadores, especialmente no que tange a fatores que
retardam ou dificultam este processo.

A pele, que representa 15% do peso corpdreo é um 6érgdo multifuncional,
composto por trés camadas distintas. A epiderme, queratinizada, estratificada e
nado vascularizada; a derme, rica em fibras colagenas e elasticas, responsavel pela
nutricdo da epiderme; o tecido subcutaneo, que constitui a por¢cdo mais profunda
formada por tecido conjuntivo frouxo e gordura. (DYCE et. al., 1990; BANKS,
1992).

Apés um ferimento, inicia-se uma sequencia de eventos bioldgicos,
dindmicos e complexos, que visam promover o reparo da lesdo que caracterizam a
cicatrizacdo. Ela é formada por trés fases evolutivas sobrepostas: fase inicial ou
inflamatoria, fase proliferativa ou de fibroplasia e fase de remodelacdo ou

maturacao (Araujo,1965).

O tratamento das feridas comecou desde a antiguidade e veio sofrendo uma
grande variacdo com o objetivo de ter um melhor resultado na cicatrizacédo, sendo
esta em um menor tempo possivel

Podemos ter como principal exemplo para este trabalho, a pré-histéria pela
gual a populagédo usava varios agentes que eram aplicados sobre as feridas, mas
utilizavam principalmente os extratos de plantas (ARAUJO, 2004)

A eficacia de plantas medicinais contribuem de forma relevante para a
divulgacgéo das virtudes terapéuticas dos fitoterapicos, pelos efeitos medicinais que
produzem.

Fitoterapicos vém sendo empregados na recuperacdo de feridas com
sucesso e seguindo essa linha de pesquisa o 6leo de semente de maracuja, por

suas propriedades fisico-quimicas como indice de saponificacdo, indice de acidez,



indice de iodo e acidos graxos, pode ser uma substancia que auxilie o processo
cicatricial.

Partindo dessa hipétese, a presente proposta foi de estudar a evolugéao
cicatricial de feridas cutaneas em equinos e ratos Wistar, utilizando oleo de

semente de maracuja no tratamento de feridas.



2. Revisédo de Literatura
2.1Ferida

A pele recobre o organismo e protege da agressao, desempenha um papel
importante no controle da temperatura e permite ao animal responder a varios
estimulos externos em razéo de suas muitas terminagfes nervosas (DYCE, 1997).

A pele € composta por partes: um epitélio superficial (epiderme) e uma
camada fibrosa firme (derme), que repousa em estrato de tecido conjuntivo frouxo
(subcutaneo) (DYCE, 1997).

A principal célula componente da epiderme € o queratinécito e, da derme, é
o fibroblasto (JUNQUEIRA, 1999).

As feridas sdo eventos que podem afetar a fisiologia da pele, em especial
aquelas que acometem a camada dérmica (ISAAC, 2010).

Os ferimentos de pele representam uma das mais frequentes ocorréncias na
clinica de equinos e, embora tratando-se de uma enfermidade de prognéstico bom,
as feridas possuem um potencial significativo quanto a decorréncias indesejaveis
(COCHRANE, 1997).

2.2 Reparacéo Tecidual

A cicatrizacdo da ferida pode ocorrer por primeira intencdo quando €
utiizada a reaproximagdo cirdrgica; por segunda intencdo, na qual a ferida
permanece aberta, ocorrendo sua contracdo e epitelizacdo apos a formacao do
tecido de granulacédo (PEYTON & PATTIO, 1987; MURPHY & MIHM JR, 2000); ou
por terceira intencdo com resseccdo tecidual seguida de sutura (TURNER &
MCcILWRAITH, 1985).

O processo de cicatrizacdo de feridas estd dividido em quatro fases: a
inflamatoria e coagulacéo, imediatamente apds o trauma, a de granulacdo, a de
contracdo da ferida e, finalmente, a fase de remodelamento. Deve-se entender que
esta € uma classificacdo subjetiva e ndo se pode adota-la de forma rigorosa. Na
realidade, as transi¢des entre as fases ndo sédo muito bem definidas e é normal que
a fase seguinte se inicie quando a anterior ainda ndo tenha terminado. Além disso,
nem todas as areas de uma mesma ferida se encontram, durante determinado

momento na mesma fase. A principio, esta classificacdo se aplica tanto ao



processo de cicatrizagcdo por primeira intencdo quanto por segunda intencao,
porém, nesse Ultimo caso, as fases sdo muito mais evidentes (WILMINK et.al.,
2001).

Na primeira fase, ocorrem hemostasia, migracdo de leucécitos e inicio da
cascata de reparacédo tecidual. Inicialmente, em resposta a agentes inflamatorios,
héa diminuicdo do afluxo sanguineo pela vasoconstricdo. Com extravasamento de
sangue dos vasos lesionados, plaquetas sao ativadas pelas substancias da matriz
extracelular que envolve o endotélio, fazendo com que tenha inicio os processos de
adeséao e agregacao celular. Ao mesmo tempo, o fibrinogénio sérico é clivado pela
trombina resultante das vias de coagulagédo, formando mondémeros de fibrina que
se polimerizam pela acéo do fator Xlll, para que, junto com plaquetas, forme-se um
tampao hemostético e ndo haja mais perda de sangue. Durante este processo, em
resposta a producdo endotelial de eicosanoides e leucotrienos, ha um aumento
progressivo da permeabilidade vascular as células migrantes e substancias
biologicamente ativas. Deste processo surgiram elementos essenciais para a
continuacao fisiolégica da cicatrizacdo: um arcabouco de fibrina, necessario para a
migracdo das células que chegardo, e os primeiros fatores de crescimento com
atividade. Estes Ultimos sdo polipeptideos secretados na ferida que podem ter
como funcdo estimular ou inibir a sintese de determinadas proteinas, além de
atuarem na ativacdo e migracdo de células. Dentre os que sdo secretados pelas
plaguetas por degranulagdo, se destacam PDGF (fator de crescimento derivado de
plaguetas) e TGF- (fator transformador do crescimento beta), que neste primeiro
momento terdo como funcdo atrair neutréfilos e mondcitos, e o EGF (fator de
crescimento epidérmico), que serd mais ativo na fase proliferative na fase
inflamatéria, ocorrerd, primeiramente, a migracdo de neutréfilos dos vasos
sanguineos para a ferida, que sera mediada pela ligacdo a selectinas super-
expressas de endotélio ativado. Este tecido teve sua fisiologia alterada por IL-1
(interleucina-1) e TNF-a (fator de necrose tumoral-a), ambos secretados por
macréfagos e pelo préprio endotélio, sendo que a primeira citocina também é
expressa por queratinécitos. Porém, ao sairem do vaso sanguineo o0s

polimorfonucleares migrardo em resposta a elementos do sistema complemento



(C3a e Cba), da degranulacdo das plaquetas, produtos bacterianos e IL-8
(interleucina-8), produzida por macréfagos e fibroblastos.

Em seguida, mondcitos se infiltrardo em resposta a estimulos semelhantes
aos de neutréfilos, e se diferenciardo em macrofagos sob o estimulo de
substancias como o IFN-y (interferon-y), de modo a aumentar a sintese proteica,
seu tamanho celular, o aparelho de Golgi e o nimero de lisossomos, microtubulos
e microfilamentos. Este ultimo tipo celular, juntamente com os neutréfilos, removera
particulas estranhas, bactérias e tecido morto do leito da ferida, sendo que a acéo
antimicrobiana dos polimorfonucleares é pela producdo de radicais livres de
oxigénio e, a dos macréfagos, é pela sintese aumentada de NO, que reage com
peroxidos e gera um agente ainda mais potente do que o primeiro. Nesta fase do
processo de cicatrizacdo o NO também age na vasodilatacdo e no aumento da
permeabilidade vascular, sendo majoritariamente produzido por enzimas
intracelulares presentes em todos os tecidos (NOSI/NO-sintase induzida). A sintese
dessas enzimas € estimulada principalmente por IL-1, TNF-a e IFN-y, e inibida por
TGF-B.

Visando degradar elementos da matriz extracelular e tecido necrético para
facilitar a migracdo celular no leito cruento, neutréfilos e macréfagos utilizam, além
da fagocitose, metaloproteinases (proteinases de elementos da matriz).
Macréfagos também sdo importantes por produzirem uma diversidade de fatores
de crescimento, dentre os quais se incluem: EGF, FGF (fator de crescimento dos
fibroblastos), PDGF, TGF-f e VEGF (fator de crescimento endotelial vascular). A
guimiotaxia de fibroblastos e sua proliferacdo € uma das funcdes dos trés primeiros
fatores de crescimento, sendo que FGF também atua positivamente na migracéo e
proliferacéo de queratinécitos, e TGF-3 na deposigado de elementos da matriz pelos
fibroblastos. O VEGF e o FGF atuardo como potentes fatores angiogénicos.

No segundo estagio do processo de cicatrizacdo € a fase de proliferacéo,
gue se caracteriza por fibroplasia, angiogénese e reepitelizacdo. Na fibroplasia
ocorrerao migracéo e proliferacdo de fibroblastos, concomitante a sintese de novos
componentes da matriz extracelular. Os fibroblastos sao células fusiformes com
nacleo eliptico que, em geral, constituem o maior numero de células do tecido

conjuntivo, além de sintetizarem grande parte da matriz extracelular que o compde.



Na derme, tecido conjuntivo denso ndao-modelado, eles sdo importantes na
secrecdo de proteoglicanos, fibronectina, elastina, laminina e colageno, que é a
proteina mais abundante nos seres humanos e o principal componente da pele,
constituindo 80% do peso seco da derme e a base de sua estrutura e resisténcia.

Nesta fase migracéo e proliferacdo de fibroblastos se dardo a partir das
margens livres da ferida e de células mesenquimais, ao passo que 0s principais
estimulos quimioatraentes e mitogénicos dos primeiros serdo o EGF e o PDGF. Por
outro lado, PDGF e TGF-f induzirdo a diferenciagcdo dos fibroblastos em
miofibroblastos, o0s quais expressam a-actina, a-miosina e desmina. Estes
fibroblastos diferenciados possuem capacidade de se contrair e se expandir,
movimentando-se, assim, pela ferida. Durante a movimentagdo dos
miofibroblastos, ocorre deposi¢cdo de fibronectina sobre o arcabouco de fibrina. A
nova estrutura de fibronectina é denominada de fibronexus. Assim, comeca a
deposicao de colageno na ferida que se ligara a fibronectina em um sitio diferente
da fibrina. O colageno € uma fita tripla helicoidal formada por trés cadeias
polipeptidicas possuindo, até o momento, cerca de 20 tipos. Na matriz extracelular
cutanea ele pode se ligar a fibronectina e laminina, sendo que nas células ele se
conecta a receptores de integrina, estruturas estas supra-reguladas pelo TNF-a.
Particularmente, na matriz dérmica ha essencialmente dois tipos de colageno: tipo |
e tipo lll, correspondendo respectivamente a cerca de 80-85% e 15-20% do total
desta proteina. O tipo | é formado por duas cadeias a1 e uma cadeia a2 diferentes
quanto a sequéncia de aminoacidos. Apresenta diametro total de 1 a 20 ym e esta
localizado principalmente na derme reticular, a mais profunda da pele. O colageno
tipo Il constitui-se de trés cadeias a1, apresenta diametro de 0,5 a 2 ym e esta
presente, em sua maioria, na derme papilar, localizada mais superficialmente.

Na ferida ha, ao contrario da derme integra, uma maior proporcdo de
colageno Il em relacdo ao tipo |. Neste contexto, os miofibroblastos alinham-se e
ligam-se as fibras de colageno de maior espessuraz puxando-as em direcao a eles,
sendo este fendbmeno responsavel pela contracdo da ferida e estimulado por TGF-3
e PDGF. Deste modo, quanto maior o numero de fibras de grande diametro, maior

sera a contracdo dessa ferida.



Os fibroblastos também produzem TGF-B FGF, TIMPs (inibidores de
metaloproteinases) e KGF (fator de crescimento dos queratindcitos), sendo que
este Ultimo tem acdo mais efetiva na reepitelizacao.

Simultaneamente aos fendmenos descritos, ha formacdo de novos vasos a
partir dos adjacentes a ferida. O FGF, o VEGF e o TGF-B sé@o os principais agentes
angiogénicos envolvidos, sendo que a acdo do segundo é dependente da presenca
de NO, o qual estimula a sintese daquele, que, por sua vez, induz uma supra-
regulacdo da enzima NOSi Essas citocinas angiogénicas ativam as células
endoteliais, que iniciam a expressao do ativador de plasminogénio, o qual cliva o
plasminogénio sérico e a pro-colagenase em, respectivamente, plasmina, com
acao fibrinolitica, e colagenase (MMP-1), que degrada colageno. Deste modo
ocorre degradacédo local da membrana basal circundante e o endotélio comeca a
proliferar em uma estrutura tubular em resposta as mesmas citocinas que 0
ativaram, as quais se encontram concentradas entre o entrelagamento do
arcabouco circundante. Essa migracdo ocorre através da interacdo entre as
integrinas supra-reguladas e os componentes da matriz extracelular, principalmente
a fibronectina e a laminina.. A seguir elas sintetizam uma nova membrana basal,
mas regridem e involuem no final, em resultado a menor secrecéo total de fatores
angiogénicos, mudanca do arcabouco provisorio rico em moléculas pro-
angiogénicas para um rico em colageno (anti-angiogénico) e aumento da
expressdo de outras substancias inibitérias do processo... Esses vasos recém-
formados sao caracteristicos do tecido de granulacao, e tem por finalidade nutrir e
oxigenar os tecidos em crescimento. O endotélio também participa da sintese de
PDGF, TGF-B e FGF.

A reepitelizacdo tem por fungcdo reestruturar as funcbes da epiderme que
foram perdidas com a ocorréncia da lesédo: protecdo mecanica, regulacdo da
temperatura local, defesa contra microorganismos e barreira hidrica. Para tanto ela
deve reestruturar os estratos de queratindcitos: basal, espinhoso, granuloso, Iicido
e corneo, que possuem guantidades crescentes de queratina (um filamento
intermediario) e, na pele integra, entram em processo de apoptose nas duas
dltimas camadas. Os queratinécitos na epiderme fisiologica mantém a coesao

através de, principalmente, moléculas de adesado ligadas a tonofilamentos de



gueratina: desmossomos (célula-célula) e hemidesmossomos (célula-membrana
basal). Assim, primeiramente, ocorre a perda de aderéncia dos queratindcitos a
membrana basal e as células adjacentes pela retragdo dos tonofilamentos;
concomitantemente ocorre a expressdo de filamentos periféricos de actina,
receptores de integrina e ativador de plasminogénio, que permitem a formacéo de
lamelipddios e a clivagem de elementos da matriz, e, portanto, a migracdo sobre o
leito cruento.

Dentre os fatores que facilitam a reepitelizacdo estdo a presenca de HGF
(fator de crescimento dos hepatdcitos), FGFs, EGF, KGF, estimulos a receptores
peroxissomo-proliferador-ativados (PPARs) e de um campo elétrico na ferida. O
HGF, secretado por células mesenquimais juntamente com FGFs, EGF e KGF,
favorece a proliferacdo dos queratinécitos e atua como quimioatraente enquanto
gue a estimulacdo de PPARs por citocinas pro-inflamatérias diminui a apoptose e
favorece a migracdo dessas ceélulas. J& a formagdo de um campo elétrico
enddgeno no plano lateral, entre as margens da ferida, se desenvolve de maneira a
direcionar a migracdo de queratindcitos atravées de moléculas de sinalizacéo
celular. A migracdo dessas células cessa pelo contato entre elas, com posterior
sintese de membrana basal e moléculas de adesao, além da queda da expresséo
de substancias pré-migracdo (ativador de plasminogénio, por exemplo). Além
disso, a epiderme influencia o processo de cicatrizacdo produzindo VEGF, PDGF e
TGF-B.

A terceira do processo de cicatrizacdo é a de remodelacdo. Sendo o
colageno o principal componente da derme, esta etapa constitui-se da mudanca do
tipo de coldgeno que a compde e de sua disposi¢cdo. O colageno tipo lll,
inicialmente mais abundante que o tipo |, vai sendo degradado mais ativamente
com o decorrer do tempo, enquanto que o colageno | vai tendo sua producéo
aumentada pelos fibroblasto. Juntamente com a substituicdo do tipo de colageno,
ocorre uma alteracdo em sua organizacdo, a qual muda de fibras paralelas
dispostas aleatoriamente para entrelacadas e organizadas ao longo das linhas de
stress. Enquanto PDGF estimula maior degradacdo de coldgeno | e sintese de
colageno lll, TGF-B induz maior secrecéo do primeiro e sua menor degradacéo por

aumento da expressao de TIMPs (inibidores de metaloproteinases) e menor da de



MMPs, sendo a remodelagem e a contracdo da ferida parcialmente controladas
pela relacao entre eles.

A Ultima fase do processo de cicatrizacdo € responsavel pelo aumento da
resisténcia do talamo danificado. Ao final da primeira semana apés o surgimento da
ferida, ocorre restauracdo de 3% da resisténcia da pele integra; da terceira
semana, 30%, e de trés meses, 80%. Isto reflete uma diminuigdo da deposi¢cao de
coldgeno, do numero de ligacBes cruzadas feitas entre mondmeros desta
substancia e da mudanca do tipo Ill para o I. Em cerca de um ano ou mais, a
relacdo entre o colageno | e lll atinge proporcdo semelhante a anterior a ferida,
entretanto a ferida nunca atingira 100% de sua resisténcia fisioldgica.

Os fenbmenos descritos referem-se ao processo de cicatrizacao fisioldgica,
porém ha situacdes em que ocorre diminuicdo da resposta do organismo, como a
exposicao excessiva a radiacdo (Mandelbaum, 2010), contamina¢des por meio de
bactérias, que podem levar ao retardo ou a auséncia de cicatrizagdo. Pode,
também, ocorrer aumento dessa resposta, como nos casos de cicatriz queloidiana
ou cicatriz hipertréfica que se apresentam como cicatrizes exuberantes. A
ocorréncia destas respostas nao-fisioldgicas exige um completo conhecimento dos
fenbmenos apresentados para que se possa corrigi-los ou melhora-los
(Mandelbaum, 2010).

2.3 Oleo de Semente de Maracuja

O maracuja (Passiflora edulis) é originario da América Tropical € um fruto
muito cultivado no Brasil. E rico em vitamina C, célcio e fosforo. A maior
importancia econdmica do fruto do maracujazeiro esta no produto industrializado
sob a forma de suco concentrado. A producdo de maracuja estd em torno de 364
mil de toneladas, com rendimento de 7,5 t/ha.

O Brasil destaca-se como principal produtor, com cerca de 90% da produgé&o
mundial, seguido do Peru, Venezuela, Africa do Sul, Sri Lanka e Australia. O Brasil
apresenta producédo em torno de 330,8 mil toneladas, com rendimento de 9,9 t/ha.
Esta producdo é estimada em éarea de 33,4 mil hectares, dos quais 51%

encontram-se nos Estados da Bahia, S&o Paulo e Sergipe, e 46% da area colhida.
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O maracuja pode ser consumido ao natural ou industrializado, e seu suco destaca-
se entre os produzidos com frutas tropicais, tendo excelente aceitacdo entre os
consumidores, representando uma boa porcentagem dos sucos exportados (IBGE,
2002).

Cascas e sementes de maracuja, residuos industriais provenientes do
processo de esmagamento da fruta para a obtencdo do suco, atualmente, sé&o
utilizados por produtores rurais na suplementacdo da alimentacdo animal, como
racao para bovinos e aves, ainda sem muita informacéao técnica adequada. Como
este volume representa inUmeras toneladas, agregar valor a estes subprodutos é
de interesse econdmico, cientifico e tecnoldgico.

O suco de maracuja € um produto de aroma e acidez acentuados, e 0 aroma
deve-se a um 6leo insolivel em agua, constituindo cerca de 36ppm de suco.

As sementes, no maracuja, representam cerca de 6 a 12% do peso total do
fruto e, segundo Tocchini (1994), sdo boas fontes de 6leo, carboidratos, proteinas e
minerais, apesar do alto contetdo de celulose e lignina que podem limitar seu uso
na alimentacdo animal, principalmente monogastricos. O 6leo de sabor agradavel e
odor suave compara-se ao 0leo de algodédo em valor nutritivo e digestibilidade.

O dleo extraido das sementes, que corresponde a 25,7% do peso do farelo
seco obtido, apresentou elevado teor de acidos graxos insaturados, com
predominancia do acido linoléico, com indice de iodo de 136,5g 12/100g.

Este 6leo pode ser utilizado tanto na alimentacdo humana e animal, quanto
na industria de cosmeéticos, tintas, sabdes, alimentos e outras.

O odleo das sementes de maracuja possui coloracdo amarela, sabor
agradavel e odor suave, com as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: baixa
secatividade, médio indice de saponificacdo e baixa estabilidade, sendo suscetivel
a rancidez oxidativa devido ao grande conteudo de &cido linoléico. O Oleo da
semente de maracuja ainda pode ser utilizado para fabricacdo de sabonetes, tintas,
vernizes e, apos refinacdo ou hidrogenacao, para fins comestiveis (MEDINA et al.,
1980). As industrias farmacéticas tanto humanas quanto veterinarias também
comecaram a investir no 6leo de semente de maracuja como cicatrizante, devido
as suas propriedades fisco quimicas e por ser um subproduto, o custo € mais

baixo.
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3. Objetivo
Investigar o comportamento de feridas cutdneas na regido de garupa de
equinos e regido dorsal de ratos Wistar que foram submetidos ao tratamento com

Oleo de semente de maracuja.
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4. Material e Método
4.1. Equinos
4.1.1. Consideragdes Eticas
O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar
Animal (CEBEA) da FCAV, Campus de Jaboticabal, UNESP, sob protocolo n°
17345/15, pois esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentac&o Animal,
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

4.1.2. Animais e Cirurgia
O presente experimento foi conduzido Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel”, da Universidade Estadual Paulista — UNESP — Campus de
Jaboticabal.

Foram utilizados oito animais da espécie equina, machos e fémeas, sem
raca definida e com idades variando entre dezoito a oitenta meses, oriundos da
regido de Ribeirdo Preto e Jaboticabal, Estado de S&o Paulo, os oito animais foram
mantidos em baias individuais e alimentacdo a base de ragcdo comercial para
equinos, com 12% de proteina, e feno de gramineas (Coast-Cross).

Apoés jejum hidrico e alimentar de trés e oito horas, respectivamente, 0s
animais foram contidos em tronco individual apropriado e pré-medicados com
acepromazina na dose de 0,05 mg/kg de peso vivo, por via intravenosa,
anestesiados com xilazina 2%, na dose de 5ml/100kg, por via endovenosa.

No poés-operatério, foi utilizado Flunixina Meglumina na dose de 1ml/45kg

por dia, por via intramuscular, durante sete dias.

O campo operatorio foi preparado empregando ampla tricotomia da regiao
da garupa, anti-sepsia com iodo degermante e posteriormente com solucao
alcodlica de iodo a 2%. A anestesia local infiltrativa, formando um paralelogramo,
foi realizada com solucdo de lidocaina a 2%, na area pré estabelecida como
campo cirdrgico.

As lesdes cutaneas foram produzidas do lado direito e esquerdo na regiao
da garupa, situadas no ponto meédio e imediatamente acima de uma linha
imaginaria tracada entre a base da cauda e a tuberosidade coxal, em forma de

retdngulo com 3cm de largura e 6 cm de comprimento, utilizando-se o auxilio de
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um molde metalico para o obtencdo de lesGes uniformes. Apds incisdo com
bisturi, a pele e o tecido subcutaneo foram removidos por dissec¢éo utilizando-se
tesoura romba e pinga anatémica com dente de rato.

As feridas produzidas na regido da garupa do lado direito (grupo tratado 1),
receberam tratamento diario, com 6leo de semente de maracuja.

As feridas produzidas na regido da garupa do lado esquerdo (grupo controle
I), receberam tratamento diario, com soro fisiologico.

Ambas foram cobertas com gaze e fixadas com esparadrapo.

4.1.3. Avaliacdo Macroscopica

Apés o ato cirdrgico, os animais foram colocados em piguetes e baias
individuais até a completa cicatrizagdo clinica. A cada trés dias, a contar do ato
cirugico, as feridas foram avaliadas, sempre pelo mesmo observador, observou-
se 0 desenvolvimento do processo cicatricial. As avaliagcbes sao realizadas no
decorrer da realizagcdo dos curativos das feridas cutadneas e na colheita do
material destinado a analise histopatoldgica (bidpsias).

As lesdes sdo avaliadas em seu carater evolutivo, as mesmas tem seus
contornos delineados com o uso de plastico transparente e caneta marcadora
para retroprojetor, que serdo submetidas avaliacdo do tamanho da area de cada

ferida no decorrer da evolucao cicatricial. Utilizando-se o software image J 1.45s.

4.1.4. Avaliacdo Microscépica
Para o estudo anatomo histopatologico foram colhidos fragmentos de tecido
da ferida tratada e controle de aproximadamente 5mm de espessura nos dias
trés, sete, 15, 21 e 30 dias ap06s o procedimento cirirgico em todos 0s animais.

Os animais foram submetidos a bidpsia da regido anteriormente excisada,
para tanto utilizou-se o protocolo anestésico descrito anteriormente.

Os fragmentos foram conservados em bouin para posterior inclusdo em
parafina plastica. Depois de fixado, o material foi incluido em paraplast) mediante
realizacdo de rotina histolégica convencional, seguida da microtomia em micré6tomo
automatico, com auxilio de navalhas descartaveis. Cortes de cinco micrometros

(um) foram obtidos. Os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina, para
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visibilizacdo dos componentes do tecido e com Tricromio de Masson para corar
fibras elasticas.

Na leitura das laminas foram avaliados os seguintes parametros: inflamacgéao
aguda e cronica, regeneracdo epitelial, fibroblastos, tecido de granulacdo e

coldgeno, como mostra tabela 1.

Tabela 1. Escore de avaliagdo caracteristicas microscopicas das feridas cirurgicas
(MEDEIROS, 1999)

0 +1 +2 +3 +4

FATOR TOTAL

VARIAVEIS Ausente Leve Moderado Marcante Macico

Crosta -1

Inflamacéo
- +2
cronica

Fibroblasto +5

Colageno +10

As intensidades das variaveis (de 0 a +4) foram multiplicadas por fatores positivos ou negativos baseadas na
sua importancia para a cicatrizacéo. A soma desses produtos correspondeu ao escore total para cada animal.
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4.1.5. Analise Estatistica
Os dados de avaliacdo macroscépica e microscépica por escore foram
analisados utilizando teste ndo paramétrico para avaliacdo de pares ordenados
Wilcoxon quando comparadas a ferida tratada e a ferida controle contralateral de

cada produto. Considerando em todos os casos nivel de significancia de 5%.

4.2. Ratos Wistar
4.2.1. Consideracdes Eticas
O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar
Animal (CEBEA) da FCAV, Campus de Jaboticabal, UNESP, sob protocolo n°
22907/15, pois esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo Animal,

adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.2.2. Animais e Cirurgia

O presente experimento foi conduzido no biotério do departamento de
patologia da Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto — SP, USP.

Foram utilizados 20 ratos Wistar, machos com 3 meses de idade, pesando
180 gramas.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais e alimentacédo a base de
racao comercial para ratos.

Os animais foram submetidos a jejum hidrico e alimentar, uma e duas horas
respectivamente, antes do ato cirugico.

Os animais foram pré-medicados com acepromazina na dose de 0,05 mg/kg
de peso vivo, intra-muscular e anestesiados com xilazina 2%, na dose de
5ml/100kg e ketamina intra-muscular.

O campo operatério foi preparado empregando ampla tricotomia da regido
do dorso, anti-sepsia com clorexidine, anestesia local infiltrativa, formando um
retangulo , foi realizada com solucéo de lidocaina a 2%, na area pré estabelecida
como campo cirurgico.

Foram duas lesbes cutaneas com punch de 4mm de espessura. Uma das

ferida era tratada com 6leo de semente de maracuja, a outra ferida era apenas

para controle.
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4.2.3 Avaliacéo Microscopica

Os animais foram mortos na camera de CO2, com 24 horas, 72 horas, 5 dias
e 15 dias apos o ato cirargico e tratamento.

Foi coletado a pele de todos os animais onde foram feitas as lesdes
cirdrgicas.

Os fragmentos foram conservados em formol a 10% para posterior inclusao
em parafina plastica. Depois de fixado, o material foi incluido em paraplast)
mediante realizacao de rotina histolégica convencional, seguida da microtomia em
microtomo automéatico, com auxilio de navalhas descartaveis. Cortes de cinco
micrometros (um) foram obtidos.

Para a realizacdo da imunoistoquimica os reagentes usados foram: PBS pH
7,4; Tampéao Citrato pH 6,0; H202 3%; BSA 0,1%; Superkit ABC (Easy Path®); Kit
picture™ - MAX (Invitrogen®).
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5. Resultados
5.1. Avaliagédo Equinos

5.1.1. Avaliacdo Macroscopica

Ao avaliar a evolugéo das feridas do grupo tratado com 6leo de semente de
maracuja, verificou-se aos trés dias apdés a cirurgia, pouca hiperemia, edema
periférico caracterizado por aumento de volume das bordas das lesbes, pouca
hemorragia, presenca de secrecao e gaze bem aderida a lesdo. No grupo controle,
notava-se maior hiperemia, edema periférico, pouca hemorragia, presenca de
secrecéo e gaze bem aderida.

No sétimo dia pds-operatorio, as lesées do gupo tratado com O6leo de
semente ja apresentam crostas por toda extensdo da ferida, discreto edema
periférico. No sétimo dia o grupo controle, as lesdes apresentavam hipermia,
discreto edema periférico (Figura 1 e 2).

Quinze dias ap6s o ato cirurgico, as lesbes tratadas ainda se mostravam
hiperémicas, presenca de tecido de granulacdo, presenca de crostas,a epitelizacéo
apresentava uma faixa de tecido de coloracdo résea e de aspecto delgado que
infiltrava pelas bordas da lesdo em direcédo ao centro da mesma. N&o foi observado
edema. O grupo controle aos quinze dias ap6s o0 ato cirurgico, as lesdes ainda se
mostravam hiperémicas, hemorragia, presenca de tecido de granulagcdo. A
epitelizacdo apresentava uma faixa de tecido de coloracdo résea e de aspecto
delgado que infiltrava pelas bordas da lesdo em direcdo ao centro da mesma,
obersvou-se discreto edema. (Figura 3 e 4)

Aos vinte e um dias de pdés-operatério as feridas tratadas com 6leo de
semente de maracuja, mostravam discreta hiperemia, tecido de granulacdo com
aspecto brilhante e coloragcéo rosada, crostas em alguns pontos préximo as bordas,
as bordas apresentam faixas largas de tecido epitelial. No mesmo periodo a leséo
controle apresentava, discreta hiperemia, tecido de granulacdo com aspecto
brilhante e coloracdo rosada, auséncia de crostas, pouca secrecao, discreta
hemorragia as bordas apresentam faixas finas de tecido epitelial. (Figura 4 e 5)

Na dultima avaliacdo aos trinta dias, a area da ferida tratada estava

praticamente fechada, com auséncia de hiperemia, com tecido de granulacdo na
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fase final da lesdo, uma granulacdo rasa, coloracdo avermelhada, auséncia de
crostas, as lesdes apresentavam 90% da area cicatrizada. A cicatrizagdo total das
lesGes ocorreram 4 dias apos a ultima avaliagdo. No grupo controle aos trinta dias
as lesfes tratadas com 6leo de semente de maracuja apresentavam discreto tecido
de granulacéo, coloracdo avermelhada, apresentava pouca crosta nas bordas,
hiperemia e discreta hemorragia. Apos a Ultima avaliacao as feridas tratadas foram
cicatrizidas em 10 dias, ou seja, com quarenta dias as lesdes estdo totalmente

cicatrizadas. (Figura 5 e 6)



Figura 1 e 2: llustracdo fotografica da ferida cirdrgica na
garupa do equino aos sete dias. A ferida controle (A),
apresenta brilho e hipermia. A ferida tratada (B) apresenta
crosta.

19
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Figura 3 e 4: llustracdo fotogréfica da ferida cirdrgica na
garupa do equino aos 15 dias. A ferida controle (A), apresenta
hemorragia, fina faixa de cicatrizacdo. A ferida tratada (B)
apresenta crosta nas bordas, discreta hemorragia.
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Figura 5 e 6: llustracdo fotogréfica da ferida cirdrgica na
garupa do equino aos 21 dias. A ferida controle (A), apresenta
brilho e hipermia, tecido de granulacdo, crosta em alguna
pontos proximo a borda. A ferida tratada (B) apresenta faixas
de cicatrizacao, discreta hiperimia, crosta emalguns pontos da
borda.
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Figura 7 e 8: llustracdo fotografica da ferida cirdrgica na
garupa do equino aos 30 dias. A ferida controle (A), apresenta
brilno e hipermia, tecido de granulagcdo, pequena faixa de
cicatrizacdo. A ferida tratada (B) apresenta 90% de
cicatrizagao.

Nos tempos trés, sete, 15, 21 e 30 dias, foram feitas as medidas das aréas
das feridas. A area da ferida diminuiu gradativamente com a evolug¢édo do tempo. A
média e o desvio para cada grupo estdo demonstrados na tabela 2 e representados
na figura. Como pode ser observado nessa tabela, as areas das feridas diminuiram
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progressivaente, de maneira signfivativa. Foram verificadas diferencas
significativas entre as areas das feridas tratadas com 6leo de semente de maracuja

e controle em todos os tempos.

Tabela 2. Média, desvio padréo e significancia estatistica da area da ferida

cirurgica nos grupos controle e tratado com 6leo se semente de maracujé.

Dias Controle Oleo Semente Maracuja P=

3 dias 21,99+1,22 20,86+1,30 0,0078
7 dias 20,48+1,07 19,26+1,28 0,0078
15 dias 18,89+2,10 15,45+0,93 0,0156
21 dias 13,19+2,42 8,54+2,39 0,0078
30 dias 7,51+1,66 3,72+0,86 0,0078

Médias diferem pelo teste de Wilcoxon (P<0,05)

Média Area Ferida
25
~ 20
3
£ 15
(]
s 10
& 5
0
15 dias .
21 dias .
30 dias
3 dias 7 dias 15 dias 21 dias 30 dias
H Controle 21,99 20,48 18,89 13,19 7,51
i Oleo Semente Maracuja 20,86 19,26 15,45 8,54 3,72

Figura 07. llustracdo grafica dos valores médios (cm?) das areas das feridas controle e
tratadas no decorrer do tempo.



24

5.1.2. Avaliacdo Microscépica

A avaliacdo microscépica das biopsias das feridas cirdrgicas revelou a
seguinte evolucgao.

No terceiro dia de pds-operatério observa-se na &rea biopsiada do grupo
controle, auséncia de tecido epitelial na superficie de corte, depésito de fibrina,
edema, congestdo vascular, discreta hemorragia e intenso infiltrado de células
inflamatorias na derme, com predominio dos polimorfonucleares neutréfilos. Nesse
periodo o grupo tratado mostra-se semelhante ao controle.

No sétimo dia, em alguns animais do grupo controle ainda ha presenca de
fibrina na superficie do corte com acentuada reacdo inflamatoria, de alta
celularidade predominando as células mononucleares. Ha o inicio da formacéo de
um tecido de granulagdo com auséncia de epitélio sobre a superficie do corte. No
grupo tratado com 6leo de semente de maracuja, o processo inflamatério € menos
acentuado e a quantidade de vasos neoformados e fibroblasto é maior quando
comparado ao grupo controle, com algumas fibras colagenas em organizacao.

Aos 15 dias do grupo controle, predomina uma reacédo inflamatéria cronica,
de moderada intensidade, com formagdo de um tecido de granulacdo mais
evoluido que no 7° dia, com um numero maior de fibroblasto e algumas fibras
colagenas depositadas sem organizacdo. Ndo ha reepitelizacdo da superficie do
corte.

No grupo tratado com 6leo de semente de maracuja aos 15 dias observa-se
gue a reacao inflamatoria € bastante discreta e o tecido de granulagdo mostra-se
mais maduro, com uma quantidade menor de fibroblasto e rico em fibras
colagenas. Ha um inicio de reepitelilzacdo nas bordas da ferida.

Com 21 dias o grupo controle apresenta resquicios de células
mononucleares. O tecido de granulacdo ainda possui um numero razoavel de
fibroblastos e vasos neoformados, com presenca de fibras colagenas espessas e
desorganizadas. No grupo tratado observa-se um processo cicatricial bem mais
evoluido que o controle, com maior organizacdo das fibras colagenas e um

processo de reepitelizacdo mais avancado.
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No ultimo dia de avaliagdo (30 dias), o grupo controle, ainda podem ser
observadas células mononucleares, fibroblastos, vasos neoformados, fibras
colagenas em inicio de organizacao e epitélio em formacéo. Nesse periodo a ferida
tratada com Oleo de semente de maracuja apresenta um tecido fibrosado,
organizado, em fase bastante avangcada do processo de reepitelizacao.

Os parametros avaliados foram neutrdfilos, edema, congestdo, mononucleares,
tecido de granulacgéo, fibrose e crostas.

Com trés e sete dias foram observados neutrélifos, congestdo, edema e tecido
de granulacdo em ambos os lados.

Aos quinze dias comecaram a surgir fibrose principalmente no tratamento, onde
comecou a aparecer diferencas entre o lado tratamento e lado controle, , tendo
nivel de significancia estatistica de 5%, através do Wilcoxon. (Tabela 3 e 4)

Com vinte e um dias, ficou evidente a diferenca de cicatrizacdo entre o lado
tratamento e o lado controle.

Com trinta dias estatisticamente ndo havia nenhuma significancia entre o lado

tratamento e o lado controle.

Tabela 3: Valores médios de escore microscépico do fragmento coletado na borda
da ferida.

Dias Controle Tratamento P=
3 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 -
7 1,20 £ 0,22 1,70 £ 0,31 0,1507
15 1,63 +0,18* 2,60 + 0,20* 0,0179
21 2,29 +1,60 3,00 +£0,17 0,1729
30 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00 -

*Médias diferem pelo teste de Wilcoxon (P<0,05).
Escore: (0): processo inflamatério agudo; (1) processo inflamatério subagudo; (2) processo
inflamatério crénico; (3) Reparo.

Foi observado diferenca estatistica significativa (P=0,0179) para o escore
dos grupos controle e tratado no dia 15 de observacdo. Nos demais dias o0s

escores foram semelhantes.
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Figura 08 : Representacédo grafica do escore microscopico
do fragmento coletado na borda da ferida do dia 3 ao dia 30
do tratamento.

Tabela 4: Valores médios de escore microscopico do fragmento coletado no centro da
ferida.

Dias Controle Tratamento P=
3 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 -
7 0,43+0,17 1,00 + 0,30 0,0678
15 1,18 £ 0,22* 2,40 £ 0,15* 0,0179
21 2,14 +0,12 2,70+£0,16 0,1083
30 2,37 +0,18 2,90+0,12 0,0678

*Médias diferem pelo teste de Wilcoxon (P<0,05).
Escore: (0): processo inflamatério agudo; (1) processo inflamatério subagudo; (2) processo
inflamatdrio crénico; (3) Reparo.
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Figura 09: Representacdo grafica do escore
microscopico do fragmento coletado no centro da ferida
do dia 3 ao dia 30 do tratamento.
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Figura 12 e 13: Fotomicrografia da biopsia de pele da garupa de
equino aos sete dias coradas com hematoxilina e eosina (HE),
mostrando acentuada reacao inflamatério no grupo controle (A)
e no grupo tratado com 6leo de semente de maracuja (B), o

processo inflamatdrio € menos acentuado.

29



S

y o
L J'_""tl'l;_

Figura 14 e 15: Fotomicrografia da bidpsia de pele da garupa de
equino aos 15 dias coradas com hematoxilina e eosina (HE),
mostrando acentuada reacgdo inflamatério crbénica e algumas
fibras coldgenas no grupo controle (A) e no grupo tratado com
oleo de semente de maracuja (B), tecido de granulacdo madura
e rico em fibras colagenas.
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Figura 16 e 17: Fotomicrografia da biopsia de pele da garupa de
equino aos 21 dias coradas com hematoxilina e eosina (HE),
mostrando fibras colagenas espessas e desorganizadas no
grupo controle (A) e no grupo tratado com 0Oleo de semente de
maracuja (B), organizacdo das fibras colagenas e processo de

epitelizacdo mais avangado.
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Figura 18 e 19: Fotomicrografia da biopsia de pele da garupa de
equino aos 30 dias coradas com hematoxilina e eosina (HE),
mostrando fibras colagenas em inicio de organizacdo e epitélio
em formacdo no grupo controle (A) e no grupo tratado com 6leo
de semente de maracuja (B), tecido fibrosado organizado e fase

avancada do processo de reepetelizacao.
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Figura 20 e 21: Fotomicrografia da bidpsia de pele da garupa de
equino aos 15 dias coradas com tricromio de masson (TM),
mostrando algumas fibras colagenas depositadas sem
organizagdo (verde) no grupo controle (A) e no grupo tratado
com Oleo de semente de maracuja (B), rico em fibras coldgenas

(verde).
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Figura 22 e 23: Fotomicrografia da bidpsia de pele da garupa de
equino aos 30 dias coradas com tricromio de masson (TM),
mostrando fibras colagenas em inicio de organizagdo no grupo
controle (verde) (A) e no grupo tratado com 6leo de semente de

maracuja (B), fase avancada do processo de reepetelizacao.
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5.2. Avaliagdo Ratos Wistar

5.2.1. Avaliacdo Microscopica

5.2.1.1 Ciclooxigenase-2 (COX-2)

A avaliacao foi feita em 24 horas e 72 horas apds o ato cirargico.

Em todos os tempos (24h, 72h). avaliados o grupo tratado com 6éleo
de semente de maracuja apresentou menor reacdo inflamatéria em
relacdo ao grupo controle. A expressdao de COX-2 foi maior no grupo

controle. Como podemos demonstrar na tabela e figura.

Tabela 5. Média, desvio padréo e significancia estatistica da expressao
de COX-2 nos grupos controle e tratado com 6leo se semente de

maracuja.
Dias Controle Oleo de Semente de Maracuja P=
24 horas 50,6+11,4 34,616,28 0,0465
72 horas 76%14,2 29,6+9,8 0,0079

Médias diferem pelo teste de Wilcoxon (P<0,05)

Média Niumero de Células
COX-2
80
S 70
§ 60
« 50
S
e 40
o
£ 30
‘@ 20
< 10
0
24 horas 72horas
M Contole 50,6 76
i Oleo Semente Maracuja 34,6 29

Figura 24. llustracdo gréfica dos valores médios da contagem de células por

campo, nos grupos controle e tratado.
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Figura 25 e 26: Fotomicrografia, expressao imunoistoquimica de
COX-2 no grupo controle (A), evidenciando mais células
marcadas do que no grupo tratado com Oleo de semente de
maracuja (B) com 24 horas.
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Figura 27 e 28: Fotomicrografia, expressado imunoistoquimica
de COX-2 no grupo controle (A), evidenciando mais células
marcadas do que no grupo tratado com 6leo de semente de
maracuja (B) com 72 horas.



1.2.1.2 Fator de Crescimento Beta (TGFB)

A avaliacdo foi feita em 24 horas, 72 horas e 5 dias apds o ato
cirargico.

Em todos os tempos (24h, 72h E 5 dias). avaliados o grupo tratado
com Oleo de semente de maracuja apresentou menor reacao inflamatéria
em relacdo ao grupo controle. A expressao de TGFf foi menor no grupo
controle. Como podemos demonstrar na tabela e figura.

Tabela 6. Média, desvio padrdo e significancia estatistica da expresséo de
TGFB nos grupos controle e tratado com 6leo se semente de maracuja.

Oleo Semente

Tempo Controle » P=
Maracuja
24 h 15,2+5,77 12,8+2,56 0,8125
72h 34,66+5,73 450,81 0,0355
5 dias 31,2+4,53 54+8,19 0,0079

Médias diferem pelo teste de Wilcoxon (P<0,05)

Média Numero Células
TGFB
60
o 50
Q. .
§ 40 | {
g
a 30
i)
=]
@ 20
(8]
[}
S 10
c
0
24 horas 72 horas 5 dias
M Controle 15,2 35,66 31,2
i Oleo Semente Maracuja 12,8 45 54

Figura 29. llustracdo gréfica dos valores médios da contagem de células por campo,

Nnos grupos controle e tratado.



Figura 30 e 31: Fotomicrografia, expressao imunoistoquimica de
TGFB no grupo controle (A), evidenciando menor nimero células
marcadas em relacdo ao grupo tratado com Oleo de semente de

maracuja (B) com 24 horas.
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Figura 32 e 33: Fotomicrografia, expressao imunoistoquimica

de TGFB no grupo controle (A), evidenciando menor numero
células imunomarcadas em relacdo ao grupo tratado com 6leo

de semente de maracuja (B) com 5 dias.
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1.2.1.3 Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF)

Com relacdo ao fator de crescimento vascular endotelial (VEGF),

analisados nos dias cinco e 15, ap6s ato cirurgico, foi contatado que o

grupo com o6leo de semente de maracuja foi significativo em relacdo o

grupo controle, na avaliagdo de cinco dias. Ja na avaliagdo de 15 dias,

ndo houve diferenca significativa. Aos 15 dias foi constata apenas a

diferenca entre o grupo tratado e controle, através da média, como pode

observar na tabela e figura.

Tabela 7. Média, desvio padrao e significancia estatistica da expresséo
de VEGF nos grupos controle e tratado com Oleo se semente de

maracuja.
Tempo Controle Oleo Semente Maracuja P=
5 dias 12,6+3,92 23,6+7,22 0,0411
15 dias 16+5,54 19,2+6,58 0,5476

Médias diferem pelo teste de Wilcoxon (P<0,05)

Média Numero de Células
VEGF
25
o
Q
€ 20
S
S 15
8
E 10
'8
3 5
ol
c
0
5 dias 15 dias
H Controle 12,6 16
i Oleo Semente Maracuja 23,6 19,2

Figura 34. llustracdo gréfica dos valores médios da contagem de células por

campo, nos grupos controle e tratado.
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Figura 35 e 36: Fotomicrografia, expressao imunoistoquimica

VEGF no grupo controle (A), evidenciando menor numero
células imunomarcadas em relacdo ao grupo tratado com 6leo

de semente de maracuja (B) com 5 dias.
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Figura 37 e 38: Fotomicrografia, expressao imunoistoquimica
VEGF no grupo controle (A), evidenciando menor numero
células imunomarcadas em relacdo ao grupo tratado com 6leo

de semente de maracuja (B) com 15 dias.
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1.2.1.4 Alfa Actina

A expressdo da alfa actina foi avaliada nos tempos cinco e 15
dias.

Aos cinco dias nédo houve diferenca significativa entre o grupo
controle e o grupo tratado com Oleo de semente de maracuja. Houve
diferenga quando foi feita a média e o desvio padrdo, como mostra tabela
8.

Com 15 dias de avaliacdo houve diferenca significativa entre os
grupos controle e tratado, apresentando maior nimero de fibroblastos.
(foto)

Tabela 8. Média, desvio padrdo e significancia estatistica da
expressdo de Alfa Actina nos grupos controle e tratado com o6leo se
semente de maracuja.
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Tempo Controle Oleo Semente Maracuja P=
5 dias 11+3,16 14,8+ 3,24 0,1679
15 dias 21,8+4,62 35,8+5,26 0,0079

Médias diferem pelo teste de Wilcoxon (P<0,05)

Média Niumero de Células
Alfa Actina
8_ 40
£ 35
(]
o 30
8
@ 25 —
S 20
S 15
s
ol 10
c
5
0
5 dias 15 dias
M Controle 11 21,8
i Oleo Semente Maracuja 14,8 35,8

Figura 05. llustracéo gréafica dos valores médios da contagem de células por

campo, nos grupos controle e tratado.



Figura 39 e 40: Fotomicrografia, expressao imunoistoquimica
Alfa Actina no grupo controle (A), evidenciando menor nimero
células imunomarcadas em relacdo ao grupo tratado com 6leo
de semente de maracuja (B) com 15 dias.
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1.2.1.5 Fator de von Willebrand (Fator VIII)

A expressdo do fator VIII foi avaliada nos tempos cinco e 15
dias.

Aos cinco dias ndo houve diferenca significativa entre o grupo
controle e o grupo tratado com Oleo de semente de maracuja. Houve
diferenga quando foi feita a média e o desvio padrdo, como mostra tabela
9.

Com 15 dias de avaliacdo houve diferenca significativa entre os

grupos controle e tratado, apresentando maior niumero de fibroblastos.

Tabela 9. Média, desvio padrdo e significAncia estatistica da
expressao do Fator VIII nos grupos controle e tratado com 6éleo se

semente de maracuja.

Tempo Controle Oleo Semente Maracuja P=
5 dias 942,82 10,6+3,26 0,625
15 dias 15,6+1,49 29,845,30 0,0117

Médias diferem pelo teste de Wilcoxon (P<0,05)

Média Numero de Células
Fator VIII
° 35
Q.
S 30 -
S
§- 25 —
n 20 |
)
3 15
'8
) 10
e
T 5
0
5 dias 15 dias
H Controle 9 15,6
i Oleo Semente Maracuja 10,6 29,8

Figura 41. llustracéo gréafica dos valores médios da contagem de células por

campo, nos grupos controle e tratado.
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1.2.1.6 CD68

Os macréfagos podem produzir fatores de crescimento e outros
tipos de citocinas, que inclui o fator de crescimento fibroblastico-1, fator de
crescimento derivado de plaquetas, IL-1, TGF-B. Nos grupos tratado e
controle ndo foi observado diferenca significativa em nenhum momento,

apenas diferenca na média no tempo 5 dias.

Tabela 1. Média, desvio padrdo e significAncia estatistica da
expressdo do CD68 nos grupos controle e tratado com 06leo se

semente de maracuja.

Tempo Controle Oleo Semente Maracuja P=
5 dias 10,6+3,07 20,4+2,57 0,0625
15 dias 10+2 10+4,33 0,6742

Médias diferem pelo teste de Wilcoxon (P<0,05)

Média Niumero Céulas
o 25
Q.
£
S 20
g
e s
i)
2 10
(8]
ol
< 5
0
5 dias 15 dias
H Controle 10,6 10
i Oleo Semente Maracuja 20,4 10

Figura 42. llustrac@o grafica dos valores médios da contagem de células por
campo, nos grupos controle e tratado.
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6. Discusséo

Os resultados apresentados neste trabalho de cicatrizagdo com
O0leo de semente de maracuja, revelaram no decorrer do processo
cicatricial diferencas entre os grupos controle e tratado.

As caracteristicas evolutivas pesquisadas apresentaram diferencas
significativas entre 0os grupos.

O fechamento de uma ferida depende de varios fatores, dentre eles
a extensdo e localizacdo anatbmica da leséo, e a presenca de infeccéo
local. O processo de cicatrizacdo das feridas nos equinos € muito
semelhante ao dos humanos (Theoret et al. 2013), o que se da por
reepitelizacdo da superficie cutdanea, com a derme cicatrizando por
granulacao do estroma, migracao de miofibroblastos e contracéo da ferida
(Greenwood 2010). De forma classica, o processo de cicatrizacao da pele
é dividido em quatro fases bem definidas que se sobrepdem, incluindo
hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e, por ultimo, remodelacédo (Enoch &
Leaper 2007, Young & McNaught 2011.

Os resultados apresentados neste trabalho de cicatrizagdo com
O0leo de semente de maracuja,revelaram no decorrer do processo
cicatricial diferengas entre os grupos controle e tratado.

As caracteristicas evolutivas pesquisadas apresentaram diferencas
significativas entre 0s grupos.

O emprego de 6leo de semente de maracuja em feridas cutaneas é
em feridas cutdneas em equinos revelou aos trés dias de pds operatoério
pouca diferenca na avaliacao clinica.

A partir do sétimo dia as avaliagbes macroscopicas ja
apresentavam diferenca significativa.

A morfometria da area cirdrgica foi feira através do software
Imagej. Podemos notar que nos tempo trés, sete, 15, 21 e 30 dias, as
areas reduziram significativamente em relagédo ao grupo tratado com 6leo
de semente de maracuja. Garros 2006, utilizou extrato de Passiflora
edulis, na forma de infuso das folhas, na morfometria realizada, néo foi

observada diferenca estatistica.
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Marques 2012, ao analisar pomadas formuladas com Oleo de
semente de maracuja em concentracdes diferentes, a morfometria foi feita
com planimetro e foi notada diferenca estatistica em duas concentracdes
da pomada a base de 6leo de semente de maracuja, nas concentracfes
de 30% e 15% do 6leo de semente de maracuja.

O tecido de granulacdo foi observado macroscopicamente em
alguns momentos das avaliacdo. Ribeiro 2005, avaliando uso tépico de
kentanserina e fitoterapia em lesdes cutaneas em equinos por segunda
intencdo ndo notou tecido de granulacdo macroscopicamente, apenas na
microscopia.

Em continuidade a primeira fase de cicatrizacdo ha o
extravasamento de sangue dos vasos lesionados e plaquetas séo
ativadas pelas substancias da matriz extracelular que envolve o endotélio,
iniciando-se o0s processos de adesédo e agregacao celular (LI et. al.,
2007), este evento nos grupos tratado e controle.

A formacdo de crostas no processo de cicatrizacdo foi melhor
observada nos grupos do que no controle. No segundo estagio do
processo de cicatrizacdo é a fase de proliferacdo, que se caracteriza por
fibroplasia, angiogénese e reepitelizacdo. Na fibroplasia ocorrerdo
migracdo e proliferagédo de fibroblastos, concomitante a sintese de novos
componentes da matriz extracelular (GURTHER, 2008). Os fibroblastos
sao ceélulas fusiformes com nucleo eliptico (KIERSZENBAUM et. al., 2004)
gue, em geral, constituem o maior niumero de células do tecido conjuntivo,
além de sintetizarem grande parte da matriz extracelular que o compde
(GRAY, 1995). Na derme, tecido conjuntivo denso n&o-modelado, eles
sdo importantes na secrecdo de proteoglicanos, fibronectina, elastina,
laminina e colageno, que é a proteina mais abundante nos seres
humanos e o principal componente da pele, constituindo 80% do peso
seco da derme e a base de sua estrutura e resisténcia (LI et. al., 2007).

O grupo tratado com Oleo de semente de maracuja tiveram
diferenca macroscopica e microscopica, ja o trabalho de Garros (2006),

nao houve diferenca estatisticamente significante entre as areas cirurgicas
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das feridas tratadas com Passiflora edulis e o grupo Controle; entretanto,
histologicamente houve colagenizagéo significantemente maior no 14° dia
de poés-operatdrio nos animais do grupo Passiflora.

Ao se comparar as observacdes da aplicacdo a de Oleo de
semente de maracuja, realizada nesta oportunidade, aos achados de
EURIDES et al. (1996), que utilizaram solu¢cdo aquosa de barbatimdo em
feridas induzidas no térax de ratos e as observacdes de SERVIO et al
(2011) ao utilizarem mastruz em lesdes cutaneas de ratos, observou-se
gue tanto na aplicacdo de barbatimdo, quanto na de mastruz ocorre
diferenca significativa no processo de cicatrizagao a partir do 14° dia, fato
gue, no uso de 6leo de semente de maracuja comeca a ser significativo
entre sétimo e o décimo dia.

Nos trabalhos em que se avaliou o processo de cicatrizacéo
cutdnea ao se aplicar fitoterapicos (EURIDES et al., 1996; ESTEVAO et
al., 2009; ANDRADE et al., 2010; BATISTA et al., 2010; SERVIO et al.,
2011), bem como neste trabalho onde se analisou o efeito da pomada a
base de 6leo de semente de maracuja, verificou-se que 0 processo
cicatricial descrito por COTRAN (2000). foi acelerado. As fases do
processo cicatricial sdo as mesmas, independentemente do medicamento
e metodologia utilizados. Nos estudos e pesquisas buscam-se
substancias, especialmente fitoterapicos, que acelerem esse processo
cicatricial

As propriedades fisico quimicas e a presenca de acidos graxos
essenciais no 6leo de semente de maracuja, provavelmente promoveram
a boa cicatrizacdo observada nas lesfes cutaneas dos ratos deste
experimento, entretanto, CAVAZANA et al. (2009), ao realizarem estudo
experimental com a aplicacéo de cloreto de sodio a 0,9%, de acucar e de
AGE-TG sobre feridas experimentalmente induzidas em ratos,
descreveram que apenas 0 grupo aclcar apresentou uma modulacdo
positiva da resposta inflamatoria celular entre os grupos tratados.

A imunoistoquimica € o método diagnostico que tem com objetivo

detectar um antigeno tecidual ou ceular, mediante a utilizacdo de
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anticorpo especifico. Para estudo da cicatrizagdo cutanea a determinagéo
da angiogénese e dos miofribloblastos séo de extrema importancia.

A quantificacdo de vasos sanguineos foi realizada por meio de
imunoistoquimica, utilizando o antifator VIII. O fator VIII é altamente
especifico para marcar tecido vascular (Wener, 2002), e foi utilizado em
varios estudos. Seguindo essa linha de estudos nesse trabalho realizado
com 6leo de semente de maracuja, quantificamos 0s vasos sanguineos
através de imunoistoquimica obtendo um resultado estaticamente
significante aos 15 dias de tratamento.

A reacao inflamatodria se torna mais extensa pelo fato de que ha
mais tecido necrotico, maior formagdo de fibrina e exsudato para se
remover. O fenbmeno de contracdo da ferida € o fator principal de
diferenciacdo dos dois tipos de cicatrizacdo. Essa diferenciacdo ocorre
devido aos fibroblastos e miobrolastos. Essas células possuem
propriedades e caracteristicas das das células musculares lisas, sao
contrateis, através da expressao de actina alfa de musculo liso exercem a
funcdo de aproximacdo das bordas da ferida (Mandelbaum, 2003; Silva,
2003).

A quantificacdo de miofriblastos foi realizada pelo anticorpo alfa
actina. Estudos comprovam a importancia do miofibroblasto no processo
cicatricial e demonstram que exite relacao direta entre nivel de alfa actina
e a capacidade contratil dos miofibroblastos (Hinz, 2001).

A participagcao importante da a-actina de musculo liso (a-SMA) foi
demonstrada na producéo de miofibroblasto in vitro, utilizando modelos
gue envolvem fibroblastos cultivados em substratos flexiveis e flutuantes
utilizados em experimentos que envolvem o processo cicatricial de feridas
em ratos (Hinz, 2003). Células expressando esta proteina, ou seja,
diferenciadas em miofibroblastos, possuem uma forte atividade retratil, em
comparagcdo aos protomiofibroblastos que apresentam auséncia de
gualquer outra alteracdo na expressao da proteina contratil (Katoh, 2002;
Bogatkevich, 2003).
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Na contagem de miofibrobastos nos animais tratados com oleo de
semente de maracuja revelou significAncia estatistica aos 15 dias, em
relacdo ao grupo controle, demostrando que o tratamento com 6leo de
semente de maracuja adianta o processo de aproximacao das bordas da
lesédo com 15 dias.

Os macrofagos podem produzir fatores de crescimento e outros
tipos de citocinas, que inclui o fator de crescimento fibroblastico-1, fator de
crescimento derivado de plaquetas, IL-1, TGF-(.

A identificacdo de macréfagos em espécimes incluidos em parafina
pode ser adequadamente avaliada por meio de reagles
imunoistoquimicas. Embora alguns estudos realizados nos ultimos 20
anos tenham utilizado a metodologia histoquimica por meio das técnicas
de azul de toluidina e Giemsa, para evidenciagdo metacromatica da
heparina, para a deteccdo de mastécitos (STERN et al., 198la;
LEDESMA-MONTES et al., 2004; CHATTERJEE et al., 2008; SHARMA &
SAXENA, 2010), evidéncias atuais sustentam que métodos
imunoistoquimicos sejam preferencialmente utilizados, visto que
evidenciam de forma adequada estas células (NETTO et al., 2012).

As reagfes imunoistoquimicas utilizando anticorpos anti-CD68 sao
consideradas eficazes na deteccdo de macrofagos, como demonstrado
nos resultados do presente estudo, mesmo nao tendo uma diferenca
significativa estatisticamente demonstrada.

Na primeira fase de cicatrizacdo varias citocinas estdo envolvidas
nesse processo, incluindo o TGFB (Fator transformador de crescimento
beta), que neste momento tem a func¢do de atrair neutrofilos e mondcitos.
TGFB tem como fungado biolégica a quimiotaxia de polimorfonucleares;
sintese de NOSi; proliferacdo de fibroblastos e diferenciacdo para
miofibroblasto; degradacdo do colageno lll e sintese do fator I; fator
angiogénico, neste trabalho com O6leo de semente de maracuja foi
possivel avaliar as células imunomarcadas e verificar que houve aumento
significativo nos tempos de 24 horas, 72 horas e 5 dias em relacdo ao

grupo controle.
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O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) € membro de
uma familia de citocinas que exerce importantes funcbes nas
angiogéneses fisioldgica e patologica (Dvorak, 1995). VEGF atua sobre
angioblastos transformando-os em células endoteliais, além de levar a
formacdo de brotos vasculares. No trabalho realizado com oOleo de
semente de maracuja o VEGF mostrou diferenga estatistica aos cinco
dias evidenciando e comprovando o aumento endotelial vascular, o que
acelera o processo cicatricial.

A COX2 pertence a familia de enzimas que convertem o acido
araquidénico em prostaglandina (PG). A forma induzivel desta enzima é
estimulada por citocinas inflamatorias, lipopolissacarideos (LPS) e fatores
de crescimento. No presente trabalho foi constatado o e efeito anti-
inflamatorio do Oleo de semente de maracuja, foi estatisticamente
comprovado seu efeito anti-inflamataorio.

De acordo com a literatura, até o0 momento apenas Marques, 2012,
analisou o 6leo de semente de maracujd em concentracfes diferentes
como forma de pomada a base de agua e obteve resultados favoraveis na
cicatrizacao.

O 6leo de semente de maracuja foi estuda individualmente,
observando os mesmos efeitos na cicatrizagdo em varios tempos e
momentos, ou seja, a estrutura fisico-quimica do 6leo de semente de

maracuja permanece sempre a mesma.
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7. Concluséo

O emprego de Oleo de semente de maracujd no processo de
cicatrizacdo de feridas cutaneas produz efeitos benéficos na reparacao
tecidual em todos os momentos estudados. No entanto € importante que
se amplie o estudo. Os resultados do presente trabalho permitem concluir
gue o uso do Oleo de semente de maracujd apresenta efeitos
estatisticamente significativos em todas as fases de reparacéo tecidual.

Assim, podemos concluir que em feridas cutaneas, tratadas com

Oleo de semente de maracuja acelera o processo cicatricial.
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