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O polissacarideo do Anacardium occidentale L. nafaseinflamatoéria
do processo cicatricial delesbes cutaneas

Thepolysaccharidefrom Anacardium occidentaleL . in theinflammatory phase
of thecutaneouswound healing.
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RESUMO

O efeito do polissacarideo de Anacardium
occidentale L. (POLICAJU) foi avaliado na fase inflamatoria
do processo cicatricial em camundongos (Mus musculus) Swiss
(n=90), organizados de acordo com o tratamento empregado:
Grupo | (NaCl 150mM), Grupo |l (&cido ascorbico 75mg.mit)
e Grupo Il (emulsdo contendo POLICAJU 150mg.ml*
preparado em acido ascorbico 75mg.ml-). As lesGes cutaneas
foram realizadas assepticamente na regido toréacica dorsal e
cada ferida foi tratada em dose Unica (200pl) imediatamente
ap6s a cirurgia. As feridas foram avaliadas diariamente sob o
ponto de vista clinico e histopatoldgico até o 6° dia de pés-
operatério (PO). No 5° dia PO, observou-se um menor
percentual de edema e hiperemia no Grupo Il em relagdo aos
grupos controle, ao passo que os valores de area da ferida e do
percentual de contracdo ndo foram estatisticamente
significativos. A avaliagdo histopatolégica do grupo tratado
com POLICAJU demonstrou a presenca de tecido de
granulacédo fibrovascular no 6- dia PO, enquanto os grupos
controle apresentavam tecido de granulagdo com padrao
vascular. O tratamento proposto propiciou sinais flogisticos
menos acentuados (edema e hiperemia) durante o periodo
inflamatério, compativel com o processo de reparagdo mais
avancado do ponto de vista histopatolégico, sugerindo a
possivel utilizagéo clinica da emulsdo contendo POLICAJU.

Palavras-chave: cicatrizagéo, inflamacdo, biomateriais,
polissacarideo, Anacardium occidentale L.,
goma do cajueiro.

ABSTRACT

The effect of the polysaccharide from Anacardium
occidentale L. gum (POLICAJU) was evaluated in the

inflammatory phase of the wound healing in Swiss mice (Mus
musculus) (n=90), divided according to the employed
treatment: Group | (NaCl 150mM), Group Il (75mg.ml*
ascorbic acid) and Group IIl (emulsion containing 150mg.mi-
POLICAJU prepared in 75mg.ml-* ascorbic acid). An aseptic
wound was produced in the dorsal thoracic area and each
wound was treated in a single dose (200ul) soon after the
accomplishment of the lesions. Daily, the wounds were submitted
to the clinical and histopathological evaluation until the 6th
day of postoperative (PO). In the 5th day PO, the Group Il
presented the signs oedema and hyperemia, in smaller percentile
than the control groups. The results of area of the wound and
percentile of contraction didn't obtain statistical significance.
The histopathological evaluation revealed, in the 6th day PO,
that the Group Il presented fibrovascular granulation tissue,
while the control groups presented vascular granulation tissue.
The use of POLICAJU propitiated to the animals of the treated
group inflammatory signs less accentuated (oedema and
hyperemia) in the inflammatory period, compatible with the
normal wound healing process under the point of view
histopathological, suggesting the possible clinical employment
of the POLICAJU emulsion.

Key words: wound healing, inflammation, biomaterials,
polysaccharide, Anacardium occidentale L.,
cashew gum.

INTRODUCAO

O processo cicatricia envolveumacomplexa
seqliéncia de eventos celulares e bioquimicos com o
objetivo de restaurar a integridade tecidual ap0s o
trauma. Este processo caracteriza-se pelahomeostase,
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inflamacdo, formac&o de tecido de granulacgéo,
reepitelizacdo e remodelacdo da matriz extracelular.
Duranteafaseinflamatoria, so observadosinfiltrados
celulares (neutrdfilos, linfocitos e macréfagos), cuja
participacdo é fundamental pararegular o processo de
reparacdo, pois secretam citocinas, linfocinasefatores
de crescimento, que atuam como sinalizadores
moleculares. Os neutrdfilos sdo as primeiras células
recrutadas, aparecendo aproximadamente 24 horas ap6s
alesdo, com funcdes de fagocitose e debridamento de
tecidos necrosados, paraminimizar a possibilidade de
infeccdo ocasi onada por patégenos (STEENKAMP, et
a., 2004; PARK & BARBUL, 2004).

Osmacréfagosmigram ao local daferidaem
cercade 48 a 96 horas, tornando-se a populagdo celular
predominante antes da migracéo e proliferacéo dos
fibroblastos. Suaacdo antimicrobianaocorredevido a
geracdo de radicais reativos, como 6xido nitrico e
perdxido de oxigénio. Umaimportante contribui¢éo dos
macrofagos parao processo cicatricial €asecregdo de
citocinas e fatores de crescimento, os quais ativam e
recrutam outras células envolvidas no processo
cicatricial (outros macrofagos e linfécitos), regulam a
quimiotaxia e aproliferacdo de fibroblastos, a sintese
decolageno, além damigracao ereplicacdo dascéulas
endoteliais, também envolvidas no processo de
reparacdo tecidual (STEENKAMP et al., 2004; PARK
& BARBUL, 2004).

Paraotimizar areabilitacdo delesdes, pode-
seutilizar biomateriai s, compreendidos como materiais
interativos capazes de estabelecer uma afinidade
apropriada com o tecido vizinho sem indugdo de uma
respostaadversado hospedeiro (RATNER & BRYANT,
2004). Os polissacarideos estimulam o sistemaimune
in vitro e in vivo e contribuem favoravelmente no
processo cicatricial, podendo ser utilizados como
biomateriais(DIALLO, etd., 2001; UENO, et al., 2001,
KWEON, et al., 2003; SENEL & McCLURE, 2004). O
heteropolissacarideo proveniente da goma do
Anacardium occidentale L. (POLICAJU) vem sendo
utilizado em diversas pesquisas e tem apresentado
resultados terapéuticos sati sfatorios, potencializando,
em estudos preliminares, o processo de cicatrizagéo de
lesBes cuténeas em camundongos (SCHIRATO et dl.,
2003; PAIVA, 2003).

O objetivo destetrabalhofoi avaliar o efeito
do tratamento topico de lesBes cuténeas, em dose
Unica, utilizando-se a emulsdo contendo POLICAJU
naevolucdo dafaseinflamatériado processo cicatricia
cutaneo, do ponto de vista clinico e histopatol 6gi co.

MATERIAL E METODOS
A gomade Anacardium occidentaleL. foi

coletadano litoral sul do Estado de Pernambuco (Praia
deTamandaré), Brasil. O POLICAJU foi obtido deacordo

com o método de MENESTRINA et a. (1998). A
emul séo foi formul ada adicionando-se acido ascérbico
(1500mg) e POLICAJU (3000mg) adguadestiladaestéril
(10ml) e mantida sob agitacdo até completa
solubilizagdo. O pH daemulsdo foi gjustado em pH 5,0
adicionando-se NaOH 1N. O volumefinal foi aferido,
obtendo aemulséo de concentracdo final de 150mg.mi-:
dePOLICAJU.

Este estudo foi conduzido de acordo com
asnhormas preconizadas pel o Canadian Council Animal
Care(CCAC) eo protocolo experimental foi aprovado
pelo Comitéde Eticade Utilizagdo Animal do Centro de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de
Pernambuco. Foram utilizados 90 camundongos (Mus
musculus) Swiss, fémeas, com 8 a10 semanasdevidae
pesando 30,0 = 5,0g, procedentes do biotério do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-
UFPE), onde os mesmos foram mantidos e
acompanhados durante os 6 dias de experimento em
ambiente com temperatura, umidade e luminosidade
controlados. Osanimaisforam alimentados com racéo
especifica para roedores e agua ad libitum.

Para realizacéo do procedimento cirdrgico
experimental, os camundongos foram previamente
anestesiados com cloridrato de xilazina2% ecloridrato
de cetamina 10% (10mg.Kg! e 115mg.Kg?,
respectivamente), por via subcuténea (HALL &
CLARKE, 1991). Ap0s a anestesia, redlizaram-se a
tricotomiae aanti-sepsiadaregido dorsal torécicacom
iodopovidonae solugdo salinaestéril NaCl 150 mM. A
pele foi demarcada usando-se um molde de papel
adesivo (1cm?), previamente esterilizado e a ferida
cuténea asséptica foi produzida por incisdo da pele
com l&mina de bisturi nimero 15 e adivulsdo datela
subcutanea foi realizada com tesoura de pontas tipo
romba/romba e pinca de dissec¢do, até sua total
resseccéo.

Apbsaredlizacio do procedimento cirdrgico,
osanimaisforam al eatoriamente organizadosem grupos
(n = 30/grupo), de acordo com o tratamento: Grupo |
(NaCl 150 mM), Grupo Il (&cido ascérbico 75mg.mlt) e
Grupo 11 (emulsdo contendo POLICAJU 150mg.ml-%).
Imediatamente apdsacirurgiacadaferidade cadagrupo
foi tratada, com aplicacéo tépica, em dose Uinicade 200
Wl da substéncia de acordo com o grupo, e 0 processo
cicatricial ocorreu por segunda intencéo.

Asferidasforam avaiadas diariamente até
0 6° dia de p6s-operatério (PO) sob o ponto de vista
clinico, evidenciando-se os sinais flogisticos edema,
hiperemia, presenca de crosta e exsudato, além da
mensuracao dadrea, com auxilio de um paguimetro. A
contracdo da lesdo foi avaliada através do calculo da
area da ferida, utilizando-se da equacdo descrita por
PRATA et a. (1988): A=p. R.r,onde“A” representaa
area, “R” oralomaior e“r” oraio menor daferida O
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célculo do grau de contragdo da ferida foi expresso
como percentual, assim como o indice de cicatrizagao,
utilizando-se as equagdes propostas por RAMSEY et
al. (1995): 100 x (Wo —Wi)/Wo =M + DR, onde Wo =
dreainicia daferida; Wi = &rea da ferida no dia da
biopsia (19, 20, 3°, 4°, 5° e 6° dias).

Para realizacdo de estudo histopatol dgico,
osfragmentosde peleforam coletadosdiariamente e, a
cadadiadebiopsia, cinco animaisforam retirados dos
grupos experimentais e, posteriormente, submetidosa
eutanasia por superdosagem com Pentobarbital sodico
(200mg.Kg?), viaintra-peritonial. As amostras foram
submetidas ao processamento histopatol dgico,
incluidas em parafina e, apds microtomia, os cortes
foram corados por Hematoxilina Eosina e,
alternativamente, pelo Tricrémico de Masson
(MICHALANY, 1990).

Os resultados obtidos foram expressos
como média+ desvio padrao (M + dp), submetidos a
andlise de variancia e ao teste de Tukey, aceitando-se
como estatisticamente significativos os valores
comparados ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aslesbes experimentais dos camundongos
foram avaliadas do ponto de vista clinico ao longo de
seis dias de experimento. A avaliagdo macroscopica
dasferidas permitiu evidenciar sinaisflogisticosmenos
acentuados no grupo tratado quando comparados aos
dos grupos controle. O edema, conseqliente ao
acumulo de fluido e proteinas plasmaticas no espago
extravascular em resposta a agdo de citocinas, foi
observado em todos os grupos estudados. Entretanto,
a sua freqiiéncia foi menor nas lesdes tratadas com
POLICAJU (33%), especidmenteno 42 diade avaiacéo
clinica, comparadaaos Grupos| ell (86,67% e86,67%,
respectivamente). De forma semelhante, a hiperemia
foi observada ao longo de todo o periodo avaliado.
Valeressaltar que, no 5° e 6° dias de pds-operatorio, foi
evidenciado um menor percentua no Grupol11 (60% e
40%, respectivamente). No mesmo periodo, as lesdes
nos camundongos do Grupo I, tratadas com solugdo
salina, apresentaram hiperemiaem 100% deles.

A partir de 24 horas ap6s a realizagdo das
lesBes experimentais, 100% das feridas em todos os
grupos apresentaram formag&o de crosta. No Ultimo
dia de avaliacdo, observou-se desprendimento de
crosta em 20% dos animais pertencentes ao Grupo I,
porém as lesdes ndo se encontravam reepitelizadas, o
gue ndo foi evidenciado nos demai s grupos estudados.
No processo de reparacdo tecidual, normal mente, ocorre
desprendimento da crostaquando acoberturaepitelial

estadcompleta. No caso do Grupo |, o desprendimento
pode ser atribuido aalgum fator extrinseco, jaque ndo
haviareepitelizaco completado local daleséo.

As caracteristicas exsudativas da fase
inflamatdria também foram acompanhadas durante o
experimento. No 1° diade pds-operatdrio, observou-se
exsudato de caracteristica serosangiinolenta em
24,14%; 13,79% e 20% das feridas dos animais
pertencentes aos Grupos I, Il e I, respectivamente.
As feridas tratadas com solucéo salina apresentaram
exsudato em suas |esdes ao longo dos primeiros cinco
dias de p6s-operatério. No entanto, no 6° dia de pos-
operatorio, apenas 20% dos animais do Grupo ||
(tratado com é&cido ascorbico) apresentaram este sinal
flogistico. Eimportante ressaltar que néo foi observada
secrecdo purulentaem 100% das feridas estudadas, ja
queforam feridaslimpaserealizadas cirurgicamente.

A utilizagdo dos polissacarideos como
biomateriais € vantajosa, pois interferem
favoravelmente na resposta imune, assim como no
processo cicatricial. Quando a atividade antitumoral
de polissacarideos (o-glucana de Ramalina celastri
nativa e sulfatada quimicamente) foi testada in vivo
frente ao Sarcoma 180, observou-se que o esquemade
tratamento em doses fracionadas por 10 dias causou
perda da atividade biol 6gica, por desenvolvimento de
toleranciaao principio ativo (STUELP-CAMPEL O, et
al., 2002). Por estarazéo, optou-se por utilizar umadnica
aplicacdo da emulsdo de POLICAJU. Deve-se ainda
ressaltar que o polissacarideo acido obtido de
Vernonia kotschyana possui efeito estimulante dose-
dependente da fixacdo do complemento em humanos,
além depossuir efeito mitogénicoin vitro (NERGARD,
etal., 2004). KWEON, et d. (2003) avaliando o efeito do
tratamento com o complexo hidrossolGvel quitosanal/
heparinaem feridas cuténeas emratos, observaram que
no 15° dia de pds-operatério, as feridas estavam
completamente ci catrizadas com aspecto similar apele
normal. Entre outrosfatores, o efeito daquitosanapode
ser atribuido a estimulagdo de citocinas (IL-1, IL-6 e
TNF-0,) que auxiliam no processo de reparagdo tecidual
(UENGO, €l a., 2001). Foi relatado também que o
polissacarideo de Angelica sinensis possui efeito
cicatrizante em Ul ceras géstricas experimentaisem ratos
Sprague-Dawley, além de possuir efeito estimulantein
vitro de proliferagéo decélulasepitdiaisgéstricas (YE,
eta., 2003).

Alguns polissacarideos, como aquitinaea
quitosana, vém sendo utilizados com finsterapéuticos
em medicina veterindria, pois atuam como agente
cicatrizante, antimicrobiano e hemostético, aém de
possuir efeito analgésico (SENEL & McCLURE, 2004).
Produtos obtidos do cajueiro (Anacardium
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occidentale) sdo bastante populares na medicina
popular, sendo amplamente empregado no tratamento
dedoencasinflamatérias naNigéria, causando reducao
da sintese de prostaglandinas (90%) na vesicula
seminal embovinos(OLAJDE et d., 2004).

Quanto a evolucao da area das lesBes
(Figura 1), no 1° dia de p6s-operatorio, as feridas dos
animaisdosGruposl, |l elll apresentavam aareamédia
de 2,29 + 0,41cm?; 2,32 + 0,56cm? e 2,45 + 0,43cm?,
respectivamente. Entre 0 2° e 3° dias de pos-operatorio,
foi observado aumento da &rea das lesdes dos animais
pertencentes a todos os grupos, possivelmente devido
ao aparecimento de crosta e edema. A partir do 4° dia,
observou-se reducdo gradativa das areas das lesfes.
No 6° dia de pds-operatério, a &rea média das lesdes
dosanimaisdos Gruposl, |1 elll foi respectivamente;
2,15+ 0,82cm?; 2,07+ 0,57cnm?e 2,14 + 0,48cn.

Quando os percentuais de contragdo das
lesBes foram analisados, observa-se néo haver
contracdo nasferidasdo Grupo | (solucdo salina) entre
01° e4°diasde pés-operatorio. Nessegrupo, 5e6 dias
aposarealizacao daslesdes, o percentual de contragdo

foi, respectivamente, 2,20% e 15,10%. Nas lesbes
tratadas com acido ascérbico (Grupo 1), até o 5° diade
pOs-operatorio, Ndo ocorreu contracdo; apenas no 6°
dia de experimento foi evidenciada contragcdo neste
grupo (7,15%). Quando as lesdesforam tratadascom a
emulsdo de POLICAJU, observou-se contragdo nos 5°
e 6° dias de experimento, apresentando percentuais de
5,41% e 15,56%, respectivamente.

Osresultadosde &readaferidae percentual
de contrac8o obtidos neste experimento ndo foram
estatisticamente significativos (teste de Tukey), em
relacdo ao tratamento utilizado nos grupos
experimentais, o que pode ser explicado pelacontracdo
daédreado tecido de granulacdo, aqual ocorre, em parte,
devido aos miofibrobl astos, reduzindo assim o tamanho
daé&realesada (STEVENS& LOWE, 1996). SCHIRATO
et al. (2002) ndo verificaram diferencas significativas
de &rea das feridas tratadas com a emulsdo contendo
diferentes concentragdes de POLICAJU atéo 7°diade
pos-operatorio. Tal fendmeno é esperado, pois nafase
inflamatoriado processo cicatricia ndo ocorreredugdo
significativa de érea e do percentual de contragdo da
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Figura 1 - Area média das feridas experimentais em camundongos dos grupos | (tratado com NaCl), |l (tratado com &cido ascérbico 75

mg.ml2) e Il (tratado com POLICAJU 150mg.mlY).
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lesdo, devido ao pequeno nimero de miofibroblastos
no local daferida

O aspecto histopatoldgico das feridas foi
semelhante em todos os grupos entre 0 1° e 52 dias. O
10 dia foi caracterizado pela presenca de infiltrados
polimorfonucleares, ocorréncia de angiogénese, além
da existéncia de exsudato e da formag&o de crosta,
ressaltando-se que as crostas dos animai stratados com
a emulsdo de POLICAJU eram mais delgadas se
comparadas as crostas dos grupos controle (solugdo
salina e &cido ascoérbico) (Figuras 2A e 2B). No 22 dia

de pds-operatorio (Figura2C), evidenciou-seapresenca
detecido de granulagdo vascular, presencadeinfiltrado
de leucdcitos polimorfonucleares, neovascularizagéo
e crosta. Entre 0 3° e 0 5° dias de pds-operatério,
verificaram-se aindainimerosfibroblastosnadermee
presengade neovascularizagdo (Figura2D).

As principais diferencas foram observadas
no 6° dia quanto as caracteristicas do tecido de
granulacdo, o qual apresentava um padréo vascular
nas feridas dos Grupos | e Il. Nas feridas tratadas com
emulsio contendo POLICAJU (Grupo I11) observou-sea

Figura 2 — Aspectos histopatol 6gicos das feridas em camundongos. Tricromico de Masson. A (100X), Grupo | (tratado com NaCl), 1°
dia de pés-operatério (PO); B (40X), Grupo Il (tratado com POLICAJU 150 mg.ml?), 1¢ dia de PO; C (100X), Grupo I, 2°
dia de PO; D (400X), Grupo I, 3° dia de (PO); E (40X), Grupo Il (tratado com é&cido ascérbico 75 mg.ml?), 6° dia de PO e
F (100X), Grupo I1I, 6° dia de PO. Percebe-se em A e B presenca de neovascularizacdo, crosta e infiltrado de leucdcitos
polimorfonucleares. Em C, ha tecido de granulagdo de padrdo vascular e crosta espessa. Em D e E evidencia-se tecido de
granulagéo de padréo vascular, inimeros fibroblastos na derme e neovascularizago. Em F, nota-se presenca de tecido de
granulagdo fibrovascular, presenca de trabéculas de tecido conjuntivo ocasionando areas de tracéo no tecido. ¢ - crosta; gv —
tecido de granulagéo vascular; n - neovascularizagdo; gf - tecido de granulag&o fibrovascular; i-infiltrado de leucécitos

polimorfonucleares; — - fibroblasto.
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exigténciadetecido degranulacdo fibrovascular epresenca
de trabéculas de tecido conjuntivo, ocasionando areas
detensdo no tecido (Figuras 2E e 2F).

PAIVA (2003), utilizando emul sBes aplicadas
de forma tdpica, contendo diferentes concentractes
de POLICAJU em lesBes experimentais em
camundongos, para avaliar a progressao do processo
reparativo (at€ o 12° dia), evidenciou sinaisflogisticos
menos intensos nos grupos tratados comparados aos
controles. No 7° dia de pés-operatério, também
observou apresencadetecido de granulacdo de padréo
fibrovascular e intensa angiogénese especialmente no
grupo tratado com aemul sdo contendo POLICAJU na
concentragdo de 150 mg.ml2t. No 12° dia de pés-
operatério, foi observada a formacéo de tecido de
granulacdo fibrovascular e apresencadetecido fibroso
com pobre organizagdo defibras col agenas nos grupos
tratados com solucao salina e acido ascoérbico
(controles). Ja as feridas tratadas com a emulséo
POLICAJU 150mg.ml-t, demonstraram, neste periodo,
tecido de granulacdo com fibras colagenas bem
organizadas etotal reepitelizacéo.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se
concluir que aemul so contendo POLICAJU 150mg.mi*
favorece a resolucao do periodo inflamatorio,
considerando as caracteristicas de sinais flogisticos
menos intensos e a presenca de tecido granulagdo
fibrovascular e fibras coldgenas, em relacdo aos
grupos control e (tratados com NaCl e &cido ascorbico
75mg.mi).
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