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RESUMO

Objetivo: Avaliar a agdo cicatrizante do extrato hidroalcoolico da Aroeira em bexigas de ratos. Métodos: Foram utilizados
40 ratos machos da linhagem Wistar, divididos em dois grupos de 20, denominados grupo Aroeira (GA) e grupo controle
(GC). Todos foram submetidos a incisdo abdominal mediana com cistotomia de 1 cm, seguida de cistorrafia em plano tinico
com pontos separados de poliglactina 910 5-0 (Vicryl®). Apos este procedimento, nos animais GA injetou-se 100mg por
quilo de peso de extrato hidroalcoodlico da Aroeira na cavidade peritoneal e nos GC injetou-se 1 ml por quilo de peso de
solugdo salina a 0,9% . Cada grupo foi dividido em dois sub-grupos de 10 animais de acordo com a data da morte: sub-grupo
A3 e C3, sacrificados no 3° dia pos-operatorio e sub-grupo A7 e C7, sacrificados no 7° dia. A parede, a cavidade abdomi-
nal e a sutura da bexiga foram avaliadas macroscopicamente. Amostras de tecido da bexiga foram retiradas e analisadas
histologicamente, utilizando a colora¢do de Hematoxilina-Eosina (HE) e tricromio de Masson. Resultados: Na analise
macroscopica observou-se infec¢do na incisdo cirrgica em trés ratos do GC e em um do GA, e aderéncias peritoneais
em 29 ratos do GC controle e 17 no GA. A avaliagdo microscopica mostrou processo inflamatorio agudo mais severo no
3° (p=0,045) e no 7° dia (p=0,002). Evidenciou-se ainda diferenca estatistica nos parametros utilizados para a avaliagdo
histologica da cicatrizagdo da bexiga nas variaveis colagenizagao (p = 0.001), reepitelizagdo (p = 0,046) e neoformagao (p
= 0) nos subgrupos GC e GA no 3° dia e na variavel neoformagao vascular (p=0,001) no subgrupo do 7° dia. Conclusio:
O uso de extrato hidroalcodlico de Aroeira mostrou efeito cicatrizante favoravel nas cistotomias em ratos.

Descritores: Schinus terebinthifolius. Cicatrizagao de Feridas. Bexiga. Ratos

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the hydroalcoholic Aroeira extract in the healing process of surgical incisions in the bladder of rats in
an experimental comparative study. Methods: Forty male Wistar rats were used. All of them underwent a median abdominal
incision, with an 1cm cistotomy, followed by one plan suture with separated stitches of poliglactine 910 5-0. The animals
were then divided into two groups of 20 rats each, and named the Aroeira group (GA) and the control group (GC). In the
first one, 80% hydro-alcoholic plant extract was injected in the peritoneal cavity, in a one dose of 100mg/kg. The second
group, a 0.9% saline solution was injected in place of Aroeira extract. Each group was divided into two subgroups (SGA
and SGC) of 10 animals. According to their scheduled death, they were named subgroups SGA3 and SGC3 when killed
in the 3th day after surgery and subgroups SGA7 and SGC7 in the 7th day. The abdominal cavity and the bladder suture
were macroscopically evaluated. Results: The microscopic analysis of the surgical incision in the bladder was performed
by means of the hematoxilin-eosine stain and the trichrome of Masson. The macroscopic analysis showed an infection in
the surgical incision in three rats of the SGC group and in one of the SGA, and peritoneal adhesion in the 26 rats belonging
nine to SGC and 17 in the SGA. The microscopic evaluation revealed a more severe acute inflammation process in the SGC
on the 3th (p=0.045) and in the 7th (0=0.002) days. In the SGA, a more significant colagenization (p=0.001) could be seen,
as far as the evidence of vascular neoformation (p=0.002) on the 3th day. Chronic inflammatory reaction (p=0.006) and
a more intense vascular neoformation (p=0.001) were observed in the 7th day. Conclusion: The hydroalcoholic Aroeira
extract have a favorable effect in the healing process of cystotomies done in rats.
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Introducao

O habito de utilizacdo das plantas medicinais é pratica
comumente observada em paises em desenvolvimento e
vem se propagando nos desenvolvidos, nos quais a medicina
alopatica ¢ a mais utilizada'.

O crescente interesse da comunidade cientifica pela
fitoterapia nas duas tltimas décadas, levou ao desenvolvi-
mento de varias pesquisas baseadas em praticas popula-
res’. A Organizagdo Mundial de Saude estima que 80%
da populagdo do planeta, de algum modo, utiliza plantas
medicinais como medicamentos. Estima-se, também, que
25 mil espécies de plantas sejam usadas nas preparagdes
da medicina tradicional®.

O uso medicinal da Aroeira (Schinus terebinthifolius
Raddi) € descrito ha muitos anos e referido desde a primeira
edicdo da Pharmacopéia Brasileira (1926). Ele ¢ da familia
Anacardiaceae sendo comum da vegetagao litoranea do nor-
deste brasileiro deste o Rio Grande do Norte até Sergipe®*’.
Diversas pesquisas tém evidenciado as propriedades antiin-
flamatorias, antimicrobianas e cicatrizante desta planta®’s.

Em fungdo do nlimero crescente de profissionais e paci-
entes utilizando plantas medicinais - mais especificamente
a Aroeira - para o tratamento de varias doengas e ainda
pelo pequeno niimero de trabalhos cientificos existentes
na literatura respaldando esta terapéutica, realizou-se este
trabalho que tem como objetivo avaliar a a¢@o cicatrizante
do extrato hidroalcodlico da Aroeira em bexiga de ratos
através de analise macroscdpica e histologica.

Métodos

Este trabalho foi realizado no Laboratoério de Pesquisa
do Departamento de Fisiologia ¢ Farmacologia do Centro
de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal
do Maranhio (UFMA) e foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFMA.

Preparo do extrato hidroalcodlico da Aroeira

Utilizou-se a Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddr)
provenientes da Fazenda Santa Ana em Palmeirantes (Tocan-
tins). A parte da planta utilizada foi a entrecasca submetida
amoagem, obtendo-se um po, o qual foi diluido com alcool
absoluto ¢ agua destilada formando 3450 ml de extrato
bruto. Este extrato foi concentrado em vapor rotativo sob
pressdo reduzida a temperatura de 55 a 60° para eliminag¢ao
total do solvente. O material obtido depois da concentragao
apresentou-se em forma de pasta. Dela foram retirado 2,8g
do extrato bruto etanélico ou hidroalcodlico, a seguir diluido
em 14 ml de solugdo salina resultando em concentragio de
100mg/ml. Ele foi armazenado em refrigerador a 10°C, com
validade de 1 ano para uso.

O experimento
Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus albinus) da

linhagem Wistar, machos com peso variando entre 123 e 308
gramas. Eles foram divididos aleatoriamente em dois grupos

de 20 denominados grupo controle (GC) e grupo Aroeira
(GA) que por sua vez foram divididos em sub-grupos de 10
animais (SGC e SGA) e de acordo com as datas da morte,
estabelecida no 3° (SGC3 ou SGA3) e 7° (SGC7 ou SGA7)
dias do pds-operatorio.

Para a anestesia, o animal foi colocado em uma campanu-
la plastica contendo algoddo umedecido em éter sulfurico,
mantido em sistema fechado. Quando o rato assumia a
posicdo deitada e ficava imovel era retirado e pesado. A
seguir era posicionado em decubito dorsal sobre um suporte
de madeira e fixado com fitas adesivas. A manuten¢do da
anestesia para o procedimento era feita em sistema semi-
fechado com algodido embebido em éter.

Com o animal posicionado, realizou-se tricotomia na
regido do tergo inferior do abdomen seguida de antissepsia
com Polivinilpilorridona-iodo (Povidine®) e colocagéo de
campo cirurgico. Foi realizada incisdo mediana supraptbica
de 2 cm com bisturi lamina n°15 em pele e tecido celular
subcutaneo; os planos musculoaponeurotico e o peritonio
foram incisados com tesoura. Aberta a cavidade abdominal,
a bexiga foi identificada, exposta (Figura 1) e submetida
a uma cistostomia de 1 cm na ctpula vesical seguida de
cistorrafia em plano tinico extramucoso, com quatro pontos
separados e quatro seminos utilizando-se fio 5-0 de poligla-
ctina 910 (Vicryl®). Nos animais do GC, apds a cistorrafia,
injetou-se na cavidade peritoneal, em dose unica, solugdo
salina a 0,9% na propor¢do de 1ml por quilo de peso. No
GA, injetou-se o extrato hidroalcoolico da Aroeira na con-
centragdo de 100 mg/ml sendo a dose calculada em 100 mg
por quilo de peso.

A sintese da parede abdominal foi realizada com nailon
4-0 com agulha cilindrica de 1,5 cm (Mononylon®). Uti-
lizou-se sutura continua para o plano musculo-aponeurético
e pele separadamente. Apés o procedimento, a ferida foi
limpa com Povidine®.

FIGURA 1 - Incis@o mediana suprapubica com exposi¢do
da bexiga

No poés-operatoério, os animais eram mantidos com
racdo balanceada e livre acesso a agua. Foram avaliados
diariamente e anotadas as condi¢des da ferida cirtrgica
e possiveis complica¢des. O sacrificio foi realizado colo-
cando-se cada animal em campanula de plastico com algodao
embebido em éter, em sistema fechado, até que ocorresse o
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obito. Foram sacrificados dez animais do GC e 10 animais
do GA no 3° dia pos-operatorio, realizando-se o mesmo
procedimento no 7° dia.

Avalia¢do macroscopica
Avaliag¢do da parede e cavidade abdominal

Iniciou-se com inspe¢do da cicatriz abdominal onde
avaliou-se a presenca de infecgdo e a integridade da sutura.
Realizou-se em seguida abertura da cavidade abdominal
através de trés incisdes. Duas transversais (uma suprapubica
e outra abaixo do apéndice xiféide) unidas por uma terceira
lateral a incisdo cirurgica prévia, formando um retalho. Desta
maneira obteve-se o acesso a cavidade abdominal, onde
verificou-se a presenca de sinais de infeccdo, aderéncias ¢
o local da cistorrafia. Apds tais observacdes procedeu-se a
seccdo do colo da bexiga e sua retirada.

Para avaliagdo do grau das aderéncias utilizou-se o
Escore de Nair’, conforme a Figura 2.

Escore (Grau) | Achado

0 Sem adesdo

Adesio tnica entre dois 6rgaos ou entre um 6rgao e a parede

! abdominal

I Duas adesdes entre 6rgaos ou um 6rgdo ¢ a parede abdominal

Mais de duas adesdes entre 6rgdos ou uma massa de adesdo

I . . . . .
generalizada do intestino sem aderir a parede abdominal

Aderéncias generalizadas entre 6rgdos e a parede ou aderéncias

v . -
maciga entre todos os 6rgaos

FIGURA 2 - Escore de adesao de Nair
Avalia¢do microscopica

Procedeu-se a retirada de trés fragmentos da bexiga,
sendo dois paralelos a linha de sutura e um terceiro en-
volvendo-a. As amostras foram processadas pelas técnicas
de coloracdo Hematoxilina e eosina (H.E.) e tricromio de
Masson.

Os critérios utilizados foram inflamagao aguda, inflama-
¢do cronica, necrose isquémica, reagdo gigantocelular tipo
corpo estranho, reepitelizag@o, coaptacdo das bordas da
sutura, extensdo do infiltrado da parede e neoformacao
capilar. Foram acrescentados os pardmetros proliferagido
fibroblastica e fibrose, também analisados com tricromio
de Masson.

Andalise estatistica

Para analise dos resultados utilizou-se o programa
Statistica for Windows 5.1. As variaveis de avaliagdo
microscopica foram analisadas pelo teste ndo-paramétrico
de Mann-Whitney. O nivel de significancia utilizado para
rejeitar-se a hipotese de nulidade foi a de 0,05.

Resultados

Avalia¢do macroscopica
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Exame da parede e cavidade abdominal

Foi observada infecgdo na ferida cirurgica da parede
abdominal em dois animais do SGC3, 17 do SGC7 ¢ um
do SGA3. Ambos os grupos apresentaram aderéncias com
a bexiga, principalmente com o omento e parede abdominal
(Tabela 1), havendo diferenca estatisticamente significante
(p = 0,013) com maior freqiiéncia no GA Aroeira que no
GC no 7° dia.

TABELA 1 - Grau de aderéncia segundo Escore de Nair

Escore de Nair SGC3 SGA3 SGC7 SGA7
0 3 1 8 -
1 7 8 1 8
2 - 1 1 -
3 - R R -
4 - R R -
Total 10 10 10 10

Ao exame da bexiga n3o observaram-se abscessos,
deiscéncias ou fistulas. As condi¢des da sutura no 3°e 7°
sétimo dias foram consideradas boas nos dois grupos.

Avaliag¢do microscopica

Terceiro dia de pos-operatorio

A Tabela 2 apresenta os resultados dos parametros his-
tologicos do SGC e SGA no 3° dia do pés-operatorio.

TABELA 2 - Anélise estatistica dos parametros histologicos

- 3% dia

Variaveis histolégicas SGC3 SGA3 p

Inflamagiio aguda 131.5 78.5 0.045%
Inflamacéo cronica 95 115 0.450
Necrose 119 91 0.290
Gigantocelular 108 102 0.821
Fibroblastos 83 127 0.096
Colagenizac¢io 59 151 0.001*
Reepitelizacao 100 110 0.705
Coaptaciio 100 110 0.705
Extensdo 105 105 1.000
Neoformacio 55 155 0.000*

No 3°dia de pos-operatorio, a reagao inflamatoria aguda
foi moderada em trés animais e acentuada em sete do SGC
(Figura 3), enquanto que no SGA foi discreta em um animal,
moderada em sete e acentuada em dois. Houve diferenca
estatisticamente significante entre os dois subgrupos.

A ausencia de colageno ocorreu em nove animais do SGC
e discreta em um, enquanto que no SGA foi discreta em oito
e moderada em dois havendo diferenga estatisticamente
significante entre os dois subgrupos.
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FIGURA 3 - Fotomicrografia de inflamacdo aguda.

Legenda: 3° dia pos-operatorio SGC
(coloragdo H.E., aumento 100x). Nota: 1=
infiltrado de neutrofilos. 2 = area de edema

Aneoformagao vascular foi ausente em todos os animais
do SGC, leve em nove animais e moderada em um do SGA,
havendo diferenca significativa entre os dois subgrupos.

Os demais parametros avaliados no 3° dia, ndo apre-
sentaram diferencas significativas entre os subgrupos
analisados.

A colagenizagdo foi ausente em nove animais do SGC e
discreta em um, enquanto que no SGA foi discreta em oito
e moderada em dois havendo diferenca estatisticamente
significante entre os dois subgrupos.

A neoformagao vascular foi ausente em todos os animais
do SGC, leve em nove animais e moderada em um do SGA,
havendo diferenca significativa entre os dois subgrupos.

Os demais parametros avaliados no 3° dia, ndo apre-
sentaram diferencas significativas entre os subgrupos
analisados.

Setimo dia do pos-operatorio

A Tabela 3 apresenta os resultados dos parametros
histolégicos dos subgrupos SGC e SGA no 7° dia do pds-
operatorio

TABELA3 — Teste ndo-paramétrico de Mann-Withney - 7°
dia do pos-operatorio

Variaveis histologicas SGC7 SGA7 P

Inflamacdo aguda 130 41 0.004*
Inflamacdo cronica 64 107 0.006*
Necrose 80 91 0.183
Gigantocelular 85.5 85.5 0.399
Fibroblastos 106 65 0.328
Colagenizagio 94 77 0.929
Reepitelizacio 107 64 0.286
Coaptagio 115 56 0.076
Extensio 95 76 1.000
Neoformacio 59 112 0.001*

A inflamagdo aguda foi moderada em todos os animais
do SGC e ausente em um, discreta em seis € moderada em

um do SGA. Houve diferenga estatisticamente significante
entre os dois subgrupos (p= 0,004) favorecendo o SGA.

A inflamagfo cronica foi discreta em nove animais e
moderada em um do SGC enquanto que no SGA foi discreta
em um e moderada em sete animais (Figura 4), havendo
diferenca estatisticamente significante (p=0,000).

FIGURA 4 - Fotomicrografia do processo inflamatorio
cronico. Legenda: 7° dia do pos-operatorio,
SGA(coloragao HE., aumento 100x)

A neoformagdo vascular foi leve em nove animais e
moderada em um do SGC e moderada em todos animais do
SGA. Houve diferenga estatistica significante entre os dois
subgrupos (p=0,001) favorecendo o SGA.

Nos demais pardmetros do 7° dia analisados ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significantes.

Discussao

A incisdo cirtirgica mediana longitudinal suprapubica
mostrou-se adequada para identificagdo e exposi¢dao da
bexiga, como ja relatado nos trabalhos de Holmes etal.' e
Schauffert et al."!. Contudo, outra incisdo ¢ descrita por Ortiz
et al.® que utilizaram a transversa supraptbica para exterior-
izagdo da bexiga de ratos também com bons resultados. A
cistotomia de 1 cm foi suficiente para boa visualizagdo das
bordas e realizacao da cistorrafia. Foi utilizado fio absorvivel
sintético de poliglatina 5-0 para sutura da bexiga, em plano
unico, por ser adequado nos procedimentos cirurgicos do
trato urinario, devido as suas caracteristicas de pouca rea¢ao
inflamatoria, evitando-se assim a formagio de litiase'.

Houve infec¢do na parede abdominal em quatro ani-
mais. A infecgdo da ferida cirrgica é a complicacdo pos-
operatoria mais comum ¢ possui etiologia multifatorial,
dependendo, dentre outros fatores, do tipo de operacao, da
duragdo da mesma e do estado imunologico do organismo
do animal submetido ao ato operatdrio’.

Foram observadas aderéncias a semelhancga dos estudos
de Schauffert et al.". Essa formagcio ¢ considerada ocorréncia
inevitavel, resultante do trauma na superficie peritoneal dos
orgaos intraabdominais. O trauma inicia reagao inflamatoria,
seguida por aumento da permeabilidade vascular, liberando
exudato rico em fibrina. Se a fibrinolise nao € efetiva, resulta
na formagao de aderéncia’'®".
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O exame histologico habitualmente utilizado para avalia-
¢do da cicatrizagao é baseado em dois métodos de coloragao:
o primeiro, hematoxilina-eosina, que permite identificar os
tipos celulares envolvidos no processo inflamatério (mono-
nuclear e polimorfonuclear), edema intersticial, congestao
vascular, tecido de granulagéo e fibrose, e o segundo, tricro-
mio de Masson, indicado para identificagio de fibras colage-
nas'>'*!15, Para estudar as etapas da cicatrizagio escolheu-se o
3°dia por representar fase inicial, caracterizada por processo
inflamatdrio e o 7° para avaliar os diversos pardmetros da
fase intermediaria da cicatrizagdo®'®"".

Pela analise histologica no 3° dia a reacdo inflamatoria
aguda foi maior no SGC, enquanto que a colagenizagdo
foi mais acentuada no SGA. A neoformagdo vascular foi
evidenciada apenas no SGA. No 7° dia a inflamagéo cronica
¢ a neoformacao vascular foram mais intensas no SGA e o
parametro inflamagdo aguda novamente mostrou-se mais
acentuado no SGC. O grau de intensidade da reacdo in-
flamatoria é de fundamental importancia na cicatrizagdo™'®,
Assim, certo grau de inflamagao é necessario, contudo
uma reacdo infamatoria intensa ¢ prejudicial, pois pode
haver comprometimento da microcirculag@o ¢ ainda inibir
a proliferagdo celular (fibroblastos). Camargo et al." con-
stataram que o extrato alcodlico de guacatonga prolongou
a fase aguda do processo inflamatorio e conseqiientemente
retardou os eventos tipicos da fase regenerativa, ao contrario
do observado com extrato hidroalcodlico da Aroeira neste
estudo. Ficou evidenciado que alguns eventos presentes no
processo de cicatrizagdo foram favoreiocidos nos animais do
SGA, comparativamente com o SGC' .

Conclusao

O uso de extrato hidroalcoolico de Aroeira mostrou efeito
cicatrizante favoravel nas cistotomias em ratos.
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