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RESUMO

Introducio: A cicatrizagdo ¢ evento bioldgico complexo envolvendo inflamagao, quimiotaxia, proliferagao celular, diferen-
ciagdo e remodelagdo. Na medicina popular brasileira, utiliza-se a Aroeira para tratar as mais diversas situagdes patologicas
No Estado do Maranhdo - Brasil, a Aroeira ¢ extensivamente utilizada no tratamento de afecg¢des do aparelho respiratorio,
digestivo e ginecologico. As anastomoses intestinais sempre foram motivo de preocupagdo para cirurgides e constituem,
até hoje assunto polémico e repleto de controvérsias. Entre as causas de insucesso da anastomose intestinal destacam-se
as fistulas e deiscéncias. Objetivo: Avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico de Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi)
no processo de cicatrizagdo de anastomoses colonicas em ratos. Métodos: Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar
divididos em dois grupos (grupo Aroeira e grupo controle), aleatoriamente, composto de 20 animais cada, de acordo com o
tratamento recebido (extrato da Aroeira ou solugdo salina a 0,9%) apos a anastomose, e subdividiu-se cada grupo em dois
subgrupos (C3 e C7 e A3 e A7,) de acordo com o dia de eutanasia (ao 3° e 7° dias). As variaveis utilizadas para mensuracao
foram: analise macroscopica, microscopica e tensiométrica. As interagdes entre os grupos foram analisadas pelo teste ndo-
paramétrico de Mann-Whitney. Resultados: Quanto ao grau de adesdo, ndo foi observado diferenga significativa entre os
grupos Aroeira e controle tanto no 3° quanto no 7° dia. Quando se comparam os subgrupos do ponto de vista microscopico
no 3°dia, a diferenga entre o grupo que recebeu o extrato da Aroeira e o grupo controle foi significativa nas variaveis con-
gestao (p = 0,005), polimorfonucleares (p = 0,034), mononucleares (p = 0,023), proliferagao fibroblastica (p = 0,023) e na
fase de cicatrizag@o (p = 0,001). Na analise do 7° dia, todas as variaveis da analise microscopica foram significativas o que
levou a 100% dos ratos do grupo Aroeira apresentarem inflamagao cronica contra 20% do grupo controle. Em relagdo ao
teste de pressao de ruptura, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos controle e Aroeira. Conclusio:
Observou-se efeito favoravel da Aroeira, a nivel microscopico, no processo de cicatrizagdo de anastomoses de colon.
Descritores: Cicatrizagdo de Feridas. Anacardiaceae. Anastomose Cirurgica. Colo.

ABSTRACT

Introduction: The healing is a complex biological event that involves inflammation, chemotaxis, cells proliferation, differ-
entiation and remodelation. In Brazilian popular medicine, the “Aroeira” is used to treat different situations The anastomotic
healing is always a preoccupation among surgeons. The fail in intestinal anastomosis leads to fistulas and dehiscences.
Purpose: To evaluate the effect of the hidroalcoholic extract of Schinus terebinthifolius Raddi (brazilian peppertree) in the
healing of colonic anastomosis. Methods: Forty Wistar rats were randomly divided in two groups (Aroeira and control),
each one with 20 animals, according to the treatment received after the anastomosis (Aroeira extract or saline solution
0,9%) and each group was divided in two subgroups (C3 and C7 and A3 and A7,) according to the euthanasia day (at 3rd
and at 7th). The macroscopic, microscopic and bursting pressure measurements were performed. To evaluate the groups, the
non-parametric test of Mann-Whitney was applied. Results: In the macroscopic aspects, there was no significant difference
between the Aroeira and the control group, both at the 3rd and the 7th days. When compared the subgroups of microscopic
analysis at the 3rd day, the difference between the Aroeira and the control group was significant in the variables congestion
(p = 0,005), polymorphonuclears (p = 0,034), mononuclears (p = 0,023), fibroblastic proliferation (p = 0,023) and at the
healing stage (p = 0,001). At the 7th day analysis, the difference between the Aroeira and the control group was significant
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in all the variables of microscopic analysis. No significant differences were found in the bursting pressure. Conclusion: It
was observed a favorable effect of Aroeira, at microscopic level, in the healing process of colonic anastomosis.
Key Words: Wound Healing. Peppertree, Brazilian. Anastomosis Surg. Colon.

Introducao

A cicatrizagdo ¢é evento bioldgico complexo envolvendo
inflamag@o, quimiotaxia, proliferagao celular, diferenciagéo
e remodelacdo. Estas ctapas sdo definidas didaticamente
em trés fases parcialmente sobrepostas que sdo a fase in-
flamatoria ou exsudativa, a proliferativa ou de fibroplasia,
e finalmente a de maturagéo'.

No trato gastrointestinal, o processo de cicatrizag@o ¢é
semelhante, porém algumas particularidades devem ser
ressaltadas. A submucosa ¢ a camada que proporciona a
maior parte da for¢a tensional em anastomose intestinal, e a
analise bioquimica dela mostra predominancia de colagenos
tipo 1 (68%), tipo III (20%) ¢ o tipo V (12%). Além disso,
a cicatrizagdo no trato gastrointestinal ¢ mais rapida e a
producdo de colageno ¢ feita tanto pelos fibroblastos como
por células do musculo liso*.

A Aroeira (corneiba, fruto-de-sabia, cambui, Aroeira
branca, Aroeira do sertdo) ¢ uma arvore grande, de casca fina
e escamosa. Possui folhas compostas por foliolos lanceola-
dos e pontiagudos, numerosas flores, dispostas em pediculos,
pequenas e brancas ou amarelo esverdeadas. Seu fruto é uma
drupa vermelha e lustrosa, cujo cheiro se assemelha ao da
pimenta. E originaria do Peru, sendo também encontrada
na Europa, Asia e outras regides da América. No Brasil,
tem distribui¢do em todo territério, sendo catalogadas oito
espécies diferentes’.

A Aroeira tem sido utilizada em diferentes situagdes.
O extrato etandlico, preparado a partir da entrecasca, € uti-
lizado como cicatrizante de feridas cutaneas*. Desta forma,
o presente estudo tem como objetivos, avaliar o extrato
hidroalcoolico da Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) no
processo de cicatrizagao de anastomoses de colon em ratos,
através da analise de aspectos macroscopicos, microscopicos
e tensiométricos.

Métodos

Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia), adultos, da linhagem Wistar, pesando
entre 110 e 180 gramas. Os animais ficaram ambientados e
aclimatados por cinco dias para adaptagdo sob temperatura
ambiente ¢ ciclo dia/noite, em grupos de cinco animais
por gaiola, recebendo racdo padrdo para ratos ¢ agua ad
libitum.

O extrato hidroalcoolico da Aroeira (Schinus terebin-
thifolius Raddi) foi preparado de entrecasca seca de arvore
adulta, proveniente de uma tnica planta colhida no periodo
nao-chuvoso. Apds coleta, a entrecasca da planta foi secada
a temperatura ambiente, ¢ a seguir foi colocada em estufa
para retirada da umidade a temperatura de 45-5°C por 24 h.
Apos este periodo, o material selecionado foi encaminhado
ao Laboratorio de Produtos Naturais (LPN) do Departamento
de Quimica da UFMA para moagem em moinho elétrico
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e preparo do extrato. O po6 obtido foi entdo submetido ao
processo de dilui¢des sucessivas em alcool absoluto e agua
destilada para obten¢@o do extrato hidroalcoolico na con-
centragdo de 100mg/ml. O extrato liquido foi acondicionado
em refrigerador a 10° C até sua utilizagdo. Os animais foram
submetidos a jejum pré-operatorio de 12 horas e adaptagdo
ao ambiente de laboratorio por sete dias.

Os animais receberam indugdo anestésica inalatéria em
campanula de vidro contendo algoddo embebido em éter
sulftrico a 50% em sistema fechado. Os animais foram pesa-
dos utilizando balanga eletronica, imobilizados com tensores
elasticos em prancha de madeira. Procedeu-se a tricotomia
da regido abdominal, face ventral, seguida de anti-sepsia da
regido com povinilpirrolidona-iodo, e colocag@o de campo
fenestrado para exposi¢do do abdome.

Procedeu-se a incisdo mediana de aproximadamente
quatro centimetros, abrangendo pele, plano musculo-apo-
neuro6tico e peritdnio, expondo as visceras abdominais,
identificando e exteriorizando o c6lon ascendente. Ele foi
seccionado totalmente a 2 cm distal a reflexdo peritoneal,
sendo em seguida anastomosado com inversdo da mucosa
com oito pontos separados em plano Unico, usando fio
monofilamentar de polipropileno 6-0.

Ap0s este procedimento comum, os animais foram dis-
tribuidos aleatoriamente em dois grupos contendo 20 ratos
cada, sendo o Grupo I definido como Grupo Controle (GC)
onde recebeu injegdo intraperitoneal (espago subhepatico
direito) de solucdo de cloreto de sodio a 0,9% na quantidade
de 1ml/kg de peso corpdreo do animal. O Grupo II definido
como Grupo Aroeira (GA) recebeu injecdo intraperitoneal
(espago subhepatico direito) de extrato hidroalcodlico de
Aroeira na dose de 100mg/kg de peso.

A sintese da parede abdominal foi feita em dois planos
com fio de nailon 5-0 em sutura continua acometendo o
plano musculo-aponeurotico e a pele. Apds o procedimento,
a ferida operatoria foi limpa com solucéo de cloreto de sodio
a 0,9% e povinilpirrolidona-iodo.

Os ratos foram em seguida colocados em gaiolas identi-
ficadas como GC e GA. Cada grupo foi subdividido em dois
subgrupos contendo dez animais cada, definido de acordo
com a data da eutanasia no terceiro ou sétimo dia da operag@o
em GC3, GC7, GA3 e GA7. Os animais foram mantidos no
laboratorio e avaliados diariamente.

Os animais de cada grupo foram submetidos a eutanasia
com inalacdo de dose letal de éter etilico a 97%, sendo em
seguida relaparotomizados.

A avaliag¢do do teste de resisténcia a insuflacdo de ar
atmosférico consistiu em: a) preparo da pega cirlrgica,
mantendo-se as aderéncias; b) apreensdo do segmento distal
com pin¢a hemostatica; ¢) introdugdo de sonda silicone n°
6 no segmento proximal e fixagdo dela com fio de algodao
2-0; d) conexdo da sonda ao mandmetro (POLZIN®, Watson
Marlow, Berlim, Alemanha), regulado para insuflagdo gra-
dativa de ar ambiente em mmHg a velocidade de 0,1 ml/s;
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¢) submersao da peca em recipiente de vidro contendo agua;
f) insuflagdo gradativa de ar ambiente até a ocorréncia de
libera¢do de bolhas, caracterizando o momento da ruptura
da pega; g) registro do local da ruptura e a pressao aferida
pelo mandmetro.

Para a analise histoldgica, um segmento envolvendo a
anastomose em 1 cm distal e 1 cm proximal foi ressecado
e lavado em solug@o salina para retirada do conteudo fecal.
Ap0s, foi feita a abertura da peca pela borda antimesentérica
e fixacdo em formol a 10% por 72 horas. O material foi re-
tirado do formol, examinado macroscopicamente e, quando
necessario, foi seccionado para regularizagdo. Todos os
fragmentos foram preparados para estudo histologico pelas
técnicas de Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricomio de Mas-
son (TM) contendo toda sua extensdo e espessura.

Para analise histologica, utilizaram-se os parametros
preconizados por Soares et al.'?, que foram os seguintes: a)
congestdo, edema e polimorfonucleares: estes trés achados
caracterizaram a fase aguda da cicatrizacdo - fase inicial ou
inflamatoria -, graduada em discreta, moderada ou acentuada
com os valores negativos de -1, -2 e -3, respectivamente ¢
zero quando ausente; b) mononucleares, tecido de granula-
¢do e fibrose: estes fatores caracterizaram fase mais avangada
da cicatrizagdo, determinada pela angiogénese e proliferacao
fibroblastica sendo que a presenca deles foi graduada em
discreta, moderada ou acentuada, para os quais atribuiram-
se valores positivos de +1, +2 ¢ +3, respectivamente e zero
quando ausente; c) pela coloragao de TM, pode-se constatar
a presenca de colageno que foi graduada em discreta, mod-
erada ou acentuada, para as quais atribuiram-se valores de
1, 2 e 3, respectivamente ¢ zero quando ausente .

Os dados foram analisados utilizando-se o programa
Statistica for Windows 5.1. e a pressdo de insuflagdo de ar
pelo teste ¢ de Student. Para avaliar-se conjuntamente os
efeitos do grupo (GC e GA), do tempo (trés e sete dias) ¢ a
interagdo entre eles fez-se uma ANOVA com dois fatores. As
variaveis da avaliagdo microscopica e macroscopica foram
analisadas pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. O
nivel de significancia (a) utilizado para se rejeitar a hipotese
de nulidade foi de 5% (p < 0,05).

Resultados

Todos os ratos recuperaram-se bem da anestesia e ndo
houve 6bito nos grupos. Nao houve diferenga estatistica-
mente significante quando comparadas as perdas ponderais
entre os grupos GC ¢ GA. Na avalia¢@o da cavidade abdomi-
nal, nenhum rato apresentou sinal de infec¢ao, hematoma,
abscessos, fistulas ou deiscéncias da anastomose.

No 3° dia de pos-operatdrio, o subgrupo controle apre-
sentou cinco ratos com grau de adesdo I e cinco com II. J&
o subgrupo Aroeira, sacrificado no 3° dia de pds-operatorio,
apresentou dois ratos com grau de adesao I, cinco com II
e trés com III.

No subgrupo C7, sacrificado no 7° dia de pds-operatorio,
quatro ratos tiveram adesdo grau I, trés grau II e trés grau
II1. No subgrupo A7, sete animais exibiram grau de adesdo
II e trés grau III.

Em relac@o aos parametros histoldgicos, todos os ratos do

GC apresentaram-se na fase aguda da cicatrizagao (Figura 1),
com predominio de polimorfonucleares de discreto a acen-
tuado, seguido de edema e congestdo, achados compativeis
com o processo de cicatrizagdo em fase inicial. Destes, dois
ratos apresentaram células mononucleares discretas.

FIGURA 1 - Fotomicrografia da area de cicatrizagdo da anasto-
mose colonica em animal do grupo controle — Eutana-
sia 3° dia (GC3). Legenda: Animal 1 do subgrupo C3
— Corado pela técnica Hematoxilina-Eosina, 400x.
Nota: Observa-se inflamagdo aguda com congestao
(C), edema (E) e polimorfonucleares (P).

No GC ao 7° dia de eutanasia, seis ratos estavam na fase
aguda da cicatrizag¢ao, com predominio de polimorfonucle-
ares e edema de discreta a moderada intensidade. Destes,
um animal apresentou presenga discreta de mononucleares
e angiogénese; um apresentou proliferacdo fibroblastica
discreta e outro apresentou mononucleares discretos. Além
disso, dois animais estavam na fase sub-aguda e dois na
fase cronica, sendo que um destes apresentou colagenizagio
moderada.

Nos animais do subgrupo Aroeira, ao 3° dia de eutanasia,
nove animais ja estavam na fase sub-aguda e um permaneceu
na fase aguda (Figura 2).

FIGURA 2 — Fotomicrografia da drea de cicatrizagdo da anasto-
mose colonica em animal do grupo aroeira — Euta-
nasia 3° dia (GA3). Legenda: Animal 3 do subgrupo
A3 — Corado pela técnica Hematoxilina-Eosina,
400x. Nota: Observa-se inflamag@o sub-aguda com
polimorfonucleares (P), proliferagao fibroblastica (F)
¢ angiogénese (A).
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Nos animais do subgrupo Aroeira, com eutandsia no 7°
dia, todos os ratos alcangaram a fase cronica, com presenca
discreta de colagenizagdo (Figura 3).

FIGURA 3 - Fotomicrografia da area de cicatrizagdo da anastomose
colonica em animal do grupo Aroeira — Eutanasia 7°
dia (GA7). Legenda: Animal 5 do subgrupo A7 — Co-
rado pela técnica Tricomio de Masson, 400x. Nota:
Observa-se inflamagao cronica com angiogénese (A),
mononucleares (M) e colageno (C).

O subgrupo controle com eutanasia no 3° dia ficou na
fase aguda, enquanto o subgrupo Aroeira com eutanasia no
3° dia, atingiu a fase sub-aguda. No 7° dia de eutanasia, o
subgrupo controle permaneceu na fase aguda e o subgrupo
Aroeira atingiu a fase cronica.

Os valores médios para o teste de pressdo de ruptura
foram de 25,4 mm Hg ¢ 16,9 mm Hg para os animais do GC
e GA, respectivamente, com eutanasia no 3° dia. Nao houve

diferenca estatisticamente significante quando comparado
os resultados entre os dois grupos (Figura 4).

Os valores médios para o teste de pressdo de ruptura
foram de 187,3 mm Hg e 204 mm Hg para os animais do GC
e GA, respectivamente, com eutanasia no 7° dia. Ndo houve
diferenca estatisticamente significante quando comparado
os resultados entre os dois grupos (Figura 4).

Discussao

Neste estudo, comprovou-se através da analise his-
tologica efeito positivo do extrato hidroalcoolico de Aroeira
(Schinus terebinthifolius Raddi) no processo de cicatrizagdo
de anastomoses coldnicas em ratos.

Optou-se por utilizar o rato como modelo animal por ser
o mais utilizado na literatura para estudo de anastomoses
colonicas. Associado a isso, contribuiu o fato de ser animal
de pequeno porte, de facil aquisi¢do, manutencao e padroni-
zacdo no que diz respeito a idade, peso, sexo, alojamento,
alimentag@o, cuidados de limpeza e manipulagdo experimen-
tal. Além disso, estes animais apresentam baixa mortalidade,
sdo resistentes as infecg¢des, podem ser utilizados em grande
nimero ¢ anestesiados por via inalatoria, intraperitoneal,
ou intravenosa adaptando-se assim as mais diversas neces-
sidades. O modelo em rato também mostrou-se adequado
para o estudo do colon, devido a sua semelhanga anatomica
¢ histolégica com o célon humano.

Optou-se pela Aroeira como fitoterapico para avaliagdo
por tratar-se de planta muito utilizada na medicina popular
brasileira e por apresentar crescente nimero de estudos a seu
respeito na literatura médica. Outro motivo que influenciou
na escolha da Aroeira foi a sua facil extragdo, secagem,
moagem, preparo, conservagdo e aplicagéo do extrato®®’.

Inimeros sdo os trabalhos na literatura que avaliam
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FIGURA 4- Avaliacdo tensiométrica entre os grupos controle e Aroeira — Eutanasia 3° e 7° dia.
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aspectos diversos do processo de cicatriza¢@o de anastomo-
ses colonicas, principalmente em decorréncia do potencial
de gravidade advindas de suas complicag¢des e insuces-
sos8,9‘10,11,12.

No presente estudo, houve perda ponderal nos trés
primeiros dias tanto no GC como no GA ndo existindo
diferenga significativa entre os mesmos. Este achado cor-
robora com os testes de estudos toxicologicos prévios sobre
aAroeira que demonstram baixa toxicidade aguda e cronica,
na dose utilizada no experimento (100 mg/kg).

A avaliacdo macroscdpica através do estudos de com-
plicagdes como fistulas, deiscéncias, peritonite e aderéncias
entre 6rgdos, ndo demonstrou diferenga significativa entre
0S grupos.

Especificamente em relagdo a aderéncia peritoneal,
muitos autores afirmam que seu achado sugere insucesso do
processo de cicatrizagdo principalmente quando presente em
torno da anastomose, pois evidencia vazamento®"

Neste trabalho, outro fator que poderia influenciar a
formacdo de aderéncias seria a propria administragdo do
extrato diretamente na cavidade peritoneal. Entretanto ndo
houve niimero maior de aderéncias no GA, provavelmente
pela fraca reagdo desencadeada pela injegéo intraperitoneal
(na forma de extrato) e também pela sua aplicagdo em uma
unica dose.

Também neste trabalho utilizou-se para avaliagdo
histolégica as coloragdes de HE e TM. A escolha da HE
deveu-se por se tratar do tipo de coloragdo mais comumente
utilizada no estudo da cicatrizacdo e por demonstrar de
forma satisfatoria a grande maioria das células presentes
no processo de cicatrizag@o. Associado a isso, a HE permite
diferenciar células com tendéncias para a cicatrizagdo aguda
e para a cronica. Este fato permitiu com que fosse possivel
utilizar como critérios mensuraveis de avaliagdo, a metodo-
logia proposta por Soares et al.'? que estratificaram as células
encontradas no processo de cicatrizagio e as graduaram com
valores de -3 a +3. O somatorio desses achados em uma
determinada lamina evidenciava se o processo encontrava-se
na fase aguda, subaguda ou cronica. A classifica¢ao proposta
permite comparar variaveis ndo-numéricas, pois a elas atri-
buiu-se nlimeros, permitindo assim a equiparagdo dos grupos
GC e GA. Esta metodologia é compativel com a literatura
j& que muitos autores concordam em afirmar que de acordo
com o padrdo celular, pode-se afirmar se ha tendéncia para
a fase aguda ou cronica da cicatrizagdo'*".

O Tricomio de Masson foi utilizado pela necessidade de
se avaliar a formagdo de fibras colagenas na area da cica-
trizagdo. Entretanto, ndo ¢ método isento de criticas, pois
ndo diferencia o colageno do ponto de vista qualitativo e
sim quantitativo. E, na literatura, mesmos avaliagdes como
a dosagem tecidual de hidroxiprolina sofre criticas, pois
ndo diferencia se a proteina encontrada advém da area da
anastomose ou nio's.

Desta forma, somando-se os métodos pode-se compro-
var histologicamente que os animais tratados com Aroeira
(mesmo em dose Unica apds a operagdo) apresentavam
fase de cicatrizagdo na anastomose mais adiantada quando
comparada com o GC. Estes achados foram semelhantes
tanto pela coloragdo HE quanto TM.

Para estudo tensiométrico das anastomoses, utilizou-se
o teste de pressdo de ruptura pela insuflagdo gradativa de
ar. Este método ¢ aceito como bom e utilizado pela maioria
dos autores.

No presente estudo, os dados encontrados sdo incom-
pativeis com aqueles esperados para substancia que estimu-
lasse a cicatrizagdo de anastomoses coldnicas. Nao houve
diferenca estatisticamente significante quando comparados
os grupos GC e GA, apesar de haver ligeira sobreposigdo
dos valores encontrados para o GA no 7° dia de eutanasia
no teste de ruptura. Entretanto, esse achado discordante do
encontrado pela avaliagdo histologica poderia ser explicado
considerando-se o fato de que o fitoterapico estudado foi
aplicado em uma tUnica dose. A maioria dos trabalhos que
buscavam avaliar o papel de determinada droga, substancia
ou evento, o fez aplicando-os diariamente por, no minimo,
trés diasl7,18,19,20,21‘

Portanto, acredita-se que no presente trabalho a avalia¢ao
tensiométrica da cicatrizagdo das anastomoses coldnicas
tratadas com Aroeira ficou prejudicada pela tinica aplicagéo
do fitoterapico.

Conclusao

Observou-se efeito favoravel da Aroeira, a nivel mi-
croscopico, no processo de cicatrizagdo de anastomoses
de coélon.
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