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Resumo

LOPES, Thiago Vaz. Avaliacdo da acao cicatricial da seiva do Croton lechleri.
2014. 69f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pdés-Graduagcdo em Veterinaria.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O proposito deste estudo foi avaliar as propriedades curativas da seiva da espécie
Croton lechleri. Uma extensa revisao da literatura foi realizada, e as propriedades
toxicas e medicinais conhecidas foram descritas. No entanto, apesar do grande uso
pelas comunidades indigenas, ndo existe uma validacdo académica dos efeitos
dessa planta na cicatrizacdo de feridas. Foram estudados 90 ratos da linhagem
Wistar, com a realizacao de feridas cutaneas abertas no dorso, tratadas diariamente
com Croton lechleri na concentragédo de 0,1 pg para o grupo |, grupo Il com C.
lechleri a 1 pg e o grupo lll (Controle) com pomada néo idnica, sendo realizadas
avaliacdes clinicas, morfométricas, bioquimicas e histologicas aos quatro, sete, 14 e
21 dias de tratamento e estudo tensiométrico aos 21 dias. Na avaliacéo clinica das
feridas aos 14 dias de tratamento, o grupo | apresentou maior presenca de tecido de
granulacdo, quando comparado ao controle (p<0,05). No estudo morfométrico,
observou-se aos quatro dias de tratamento que o grupo Il apresentou uma maior
média de area (32,6 mm? e a menor aos sete dias de tratamento (10,5 mm?)
comparada aos demais grupos. Histologicamente o grupo Il demostrou aos sete
dias, um melhor resultado de suas amostras na fase proliferativa. No estudo
tensiométrico, o grupo Il apresentou a maior média (4,4065 MPa), ndo sendo
observada diferenca estatistica com os demais (p>0,05). Os resultados levaram as
seguintes conclusdes: Com acéao cicatrizante, C. lechleri a 1 pug acelera o processo
cicatricial levando a diminuicdo da ferida aos sete dias de tratamento e leva a
producdo de um tecido capaz de suportar uma maior tensdo, apresentando
resultados satisfatorios como cicatrizante.

Palavras—chave: Cicatrizacdo. Croton Lechleri. Sangue de dragdo. Taspina.



Abstract

LOPES, Thiago Vaz. Avaliacdo da acao cicatricial da seiva do Croton lechleri.
2014. 69f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduagdo em Veterinéria.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The purpose of this study was to assess the healing properties of Croton lechleri sap.
An extensive review of current literature was performed, and the known toxic and
medicinal properties were described. However, in spite of widespread use by
indigenous communities, there is no academic assessment of the plant’s effect on
wound healing. In this light, an experiment with 90 Wistar rats was conducted. Two
wound were prepared in the back of each rat, and treated with C. lechleri sap at
0.001%, 0.0001%, and non-ionic cream (Groups I, Il, and Il respectively). The
healing process was then assessed through clinical, morphometric, and histological
evaluations of the wounds on days four, seven, 14, and 21, and a tensiometric
assessment on the last day. Treatment with C. lechleri seems to have hastened the
healing process by day 14, when group | had a greater amount of wounds with
granulation tissue than group Il (P<0.05). In the morphometric study, group Il had
larger wounds at day four (32.62 mm?), but presented faster healing and, by day 7,
had the smallest area (10.5 mm?). Histologically, group Il had a greater number of
wounds in the proliferative phase by day 7 and in the tesiometric assay (day 21), this
group had the greater rupture strength (4.41 MPa), however, this was not statistically
different from other groups (P>0.05). These results considered, it seems clear that
the C. lechleri sap at 0.001% hastens the healing process, rapidly reducing wound
size within seven days of treatment, and producing a scar tissue capable of resisting
greater pressure.

Key-words: Wound healing. Croton lechleri. Dragon’s blood. Taspine.
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1 INTRODUCAO

A pele é o tecido de revestimento de todo 0 organismo e a primeira barreira
de protecdo a agentes externos, sendo a sua capacidade de reparacdo muito
importante para a sobrevivéncia do individuo, visto que ela sofre agressdes
constantemente (NOGUEIRA et al., 2005). Assim pode ter o equilibrio entre as
células perturbadas apdés uma agressao fisica, quimica ou biologica. Por essa razéo
observa-se resposta tissular a injaria, visando o reparo tecidual e a reposi¢cdo de
colageno. A cicatrizacdo esta caracterizada por uma cascata de eventos celulares e
humorais, iniciados com a coagulacéo e toda a fase inflamatoria, a proliferacéo de
fibroblastos e o remodelamento (MEDEIROS et al., 2005; MENDONCA e
COUTINHO-NETTO, 2009).

O processo de cicatrizagdo tem como finalidade restabelecer a
homeostasia tecidual (CAVALCANTE et al.,, 2012)., e o tecido lesado sera
substituido por tecido conjuntivo vascularizado (PANOBIANCO et al., 2012), atravées
de um conjunto de eventos bioquimicos a fim de reparar o dano e promover a
cicatrizacdo (PAGANELA et al., 2009). Para acelerar o processo cicatricial a
utilizacdo de terapia medicamentosa € de grande valia, podendo ser empregados
produtos medicinais de origem natural, os quais sdo de baixo custo e de facil
acessibilidade, principalmente para as populacbes de menor renda, e ainda pelo
menor efeito colateral (SARANDY, 2007).

Arvores da espécie Croton lechleri sdo de ampla distribuicdo na metade
norte do Brasil, sendo a sua seiva utilizada para o tratamento de feridas cutaneas,
dentre tantas outras aplicacdes empiricas atribuidas a ela. Sendo assim a validacéo
dos efeitos terapéuticos, dessa seiva interessa econdmiconomicamente as
comunidades de pequenos produtores locais, que se beneficiariam da sua
industrializacdo apdés a comprovacdo de sua eficacia terapéutica por estudos
cientificos (LOPES et al, 2013).
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Nesse contexto, objetivou-se avaliar o potencial pré-cicatricial da seiva de C.
lechleri. Para tanto, foi realizado um levantamento bibliogréfico sobre a planta, o qual
resultou em publicacdo na forma de artigo de revisdo, sendo ele o Artigo 1,
publicado na Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal, sob o titulo “Sangue
de Dragdo (Croton lechleri Mull., Arg.): composicdo quimica e atualizacdo dos
principais estudos sobre sua aplicacao”. A avaliacdo do efeito cicatricial da planta foi
realizada em modelo murino e apresentado em formato de artigo, seguindo as
normas de publicacdo do periddico, Revista Brasileira de Plantas Medicinais, sob o
titulo “Sangue de Dragéo (Croton lechleri Mull., Arg.): Avaliagdo da agao cicatricial

da seiva em feridas cutaneas.” (Artigo 2).



2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a agcdo da seiva de Croton lechleri sobre parametros clinicos e
histopatologicos, morfométricos, tensiométricos e bioquimicos associados ao
processo cicatricial.

Objetivos especificos

- Revisar os principais estudos realizados com a seiva do C. lechleri;

- Avaliar o processo cicatricial das feridas em ratos, tratadas com C. lechleri nas
concentragcbes de 1 pg e 0,1 pg atraves de andlises clinica, histoldgica,
morfometrica, tensiomeétrica e bioquimica;

- Avaliar histologicamente o figado e os rins, a fim de determinar um possivel efeito
toxico da seiva do C. lechleri, como também seus parametros bioquimicos.

- Avaliar a forca e a tenséo das feridas cutaneas, tratadas com C. lechleri.



3 ARTIGOS

3.1 Artigo 1

Dragon's blood (Croton lechleri Mull., Arg.): an update on the chemical
composition and medical applications of this natural plant extract. A

review.

Thiago Vaz Lopest?, Samuel Rodrigues Félix*t, Sandro de Vargas Schons?; Marcia
de Oliveira Nobre!

Publicado na Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal
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Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal
Print version ISSN 1981 — 2965
Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal, v. 07, n. 2, p.167-191, jul-dez, 2013
http://dx.doi.org/10.5935/1981-2965.20130016
Artigo Cientifico
Medicina Veterindria

Dragon’s blood (Croton lechleri Mull., Arg.): an update on the chemical

composition and medical applications of this natural plant extract. A review

Thiago Vaz Lopes!, Samuel Rodrigues Félix*1, Sandro de Vargas Schons?; Marcia
de Oliveira Nobre!

ABSTRACT: Plants of the amazon region are commonly applied for medicinal
uses, foremost among these is the latex producing Croton lechleri. The taspine rich
latex has anti-inflammatory, wound healing, and soothing properties, among several
others. This review summarizes the most important research findings regarding the
applications of this plant extract. Public receptiveness to plant based treatments result in
indiscriminate use of these compounds, often with no scientific validation.
Likewise, Croton lechleri extracts must be subjected to safety testing and clinical trials
before its products are made available, in a commercial scale, with recognized
therapeutic functions.

Key words: Herbal, Croton lecheri, taspine, update.

Sangue de Dragéo (Croton lechleri Mull., Arg.): composi¢do quimica e atualizacéo
dos principais estudos sobre sua aplicacdo. Uma Reviséo

RESUMO: Na regido amazo6nica muitas plantas sdo usadas popularmente para
fins medicinais, uma espécie de destaque € o Croton lechleri, produtora de um latex
cuja composicao quimica é rica no alcaldide taspina. Este possui acdo anti-inflamatoria,

analgésica e cicatrizante reconhecida. Objetivou-se assim revisar as publicacdes mais


http://dx.doi.org/
http://dx.doi.org/
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recentes com o intuito de reunir e atualizar os principais estudos referentes a aplicagdes

desta planta. A receptividade popular por receitas tradicionais usando plantas

medicinais faz com que, muitas vezes estas sejam usadas sem os devidos estudos

cientificos para validacdo de suas aplicacbes terapéuticas. Da mesma forma, as

aplicacdes do Croton lechleri devem sofrer os devidos ensaios clinicos a fim de colocar

0S produtos e subprodutos a base desta planta no mercado, em escala comercial, com

suas funcdes terapéuticas reconhecidas.

Palavras-chave: fitoterapico; Croton lecheri; taspina; atualizacdo.

1 Programa de P0s Graduacao em Veterinaria — Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), Caixa postal 354 — Campus Universitario, CEP: 96010-900 — Pelotas/RS

*vlopes.thiago@agmail.com

2 Departamento de Medicina Veterinaria - Campus de Rolim — Universidade Federal
de Rondénia (UNIR) Av. Norte Sul, 7300 - Nova Morada, CEP: 78987-000 Rolim de

Moura — RO

Introducéo

A utilizacdo de plantas para fins
terapéuticos destaca-se  dentro  do
repertorio cultural (OLIVEIRA et al.,
2010). A medicina popular vem
acumulando  durante  séculos o
conhecimento empirico, através de
observacdes sobre 0 uso e a eficacia das
plantas medicinais, simbolizando, em
alguns casos, 0 Unico  recurso

terapéutico de varias comunidades e

grupos étnicos com pouco ou nenhum

acesso a servicos formais de saude
(VALLE et al.,, 2013). A préatica do
consumo e frequentes prescricdes
partem deste conhecimento
observacional.  Sendo  assim, as
informacbes terapéuticas que foram
sendo acumuladas ao longo do tempo
sdo importantes indicativos da acéo
farmacoldgica destas plantas (MACIEL
et al., 2002), entretanto, essa acdo deve
estudos

ser  comprovada por

académicos.


mailto:vlopes.thiago@gmail.com
mailto:vlopes.thiago@gmail.com

Uma alternativa para oS
tratamentos na medicina convencional é
a utilizacdo de varias partes das plantas
medicinais tais como raiz, caule,
seiva, folha, flores, frutos ou sementes,
dependendo da espécie vegetal (DINIZ
et al., 2013). Muitas destas plantas nao
tém seus efeitos descritos em estudos
cientificos, contudo, este cenério vem
mudando e tem se tomado um ndmero
crescente de iniciativas a fim de garantir
0 acesso seguro e o uso racional dessas
plantas e fitoterapicos (BRASIL, 2009).
Em funcdo disso, cada vez mais se
procura compostos naturais bioativos de
plantas da  Amazbnia, visando
estabelecer ensaios bioldgicos como
modelos para novas investigacdes nesse
campo, a fim de preservar, estudar e
explorar  racionalmente o bioma
amazénico (DI STASI, 2002). Neste
contexto destaca-se a espécie Croton
lechleri, conhecida popularmente como

sangue de dragdo, sangue de grado ou

sangue de drago (PERCY et al., 2007).
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Com descrita atividade anti-
inflamatoria, antibiotica, antioxidante e
cicatrizante, seus estudos
farmacoldgicos e clinicos realizados até
2002 foram reunidos por JONES
(2003).

Desta forma, este estudo teve
como objetivo reunir dados da literatura
referentes a biologia e composicdo
quimica do Croton lechleri e do seu
extrato. Mais que isso, esse estudo
atualiza o que se sabe sobre as
aplicacbes do sangue de dragao,
reunindo  0s  principais  ensaios
referentes ao tema publicados na ultima
década.

Croton lechleri:

Com cerca de 1.200 espécies e
1400 bindmios o Croton é um dos
maiores géneros das Euphorbiaceae
(GOVAERTS et al, 2000). Da
subclasse Rosidae, classe
Magnoliopsida, 0 género  tem
distribuicdo nas Antilhas, Américas,

Africa continental e Madagascar



(WEBSTER, 2001). O C. lechleri, com
sindbnimos  botanicos C. draco var
cordatus Mull. Arg e Oxydectes lecheri
Kuntze (ZEVALLOS-POLLITO &
TOMAZELLO, 2004), é popularmente
conhecido pelos nomes: sangue de
drago, sangue de dragdo e sangue de
grado. O género no Brasil ocorre
principalmente nos estados do Acre,
Bahia, Ceara, Goias, Maranhdo, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana,
Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro,
Rondbnia e Sado Paulo (AZEVEDO et
al., 2008).

LINNAEUS em 1753 propés o
género e Muller em 1873 retratou com
diversos tdxons novos que foram e vém
sendo propostos, sendo que as espécies
brasileiras ainda ndo foram totalmente
revisadas (SECCO, 2009). Esse fato
torna confusa a taxonomia do Croton na
regido e estudos recentes na América do
Sul ainda ndo foram eficientes para que
se possa precisar os limites especificos

da ocorréncia do C. lechleri. Da mesma
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forma, na regido amazbnica hd uma
grande  quantidade de espécimes
necessitando de uma melhor
identificacdo em herbérios, indicando a
necessidade de se gerar mais
conhecimento taxondmico sobre o
género (GUIMARAES & SECO, 2010).
Além disso, a identificacdo do C.
lechleri é complexa, com grande
variacao morfoldgica (forma,
disposicdo, consisténcia, coloracdo e
tamanho das folhas, tricomas e
glandulas), idade, distribuicao
geografica e processos adaptativos
(ZEVALLOS-POLLITO &
TOMAZELLO, 2007).

O C. lechleri apresenta um
comportamento fenoldgico ciclico, com
aproximadamente cinco meses de
duracdo. A floracdo e frutificacdo
ocorrem de julho a agosto e a maturacao
e disseminacdo entre setembro e
outubro. A floracdo coincide com o
periodo seco e a dissemina¢do com o

inicio do periodo de chuvas



(AZEVEDO et al., 2008). Suas
sementes sd0 muito pequenas e se
disseminam geralmente pelo vento, por
aves, pela dgua e por formigas (KING et
al., 1997; LEAL, 2003).

A planta € encontrada em
florestas com planicie de inundacédo,
com solos férteis e Umidos, a margem
de rios e riachos com boa drenagem,
assim como, em locais alterados como
fragmentos de florestas e especialmente
em campos de cultivos abandonados
tornando-se importante na recuperagdo
de areas degradadas nos diversos paises
em que ocorre naturalmente. N&o
suporta periodos longos de inundacdo e
solos perturbados e cultivados, como
uma  classica  espécie  pioneira
(FORERO et al., 2000; AZEVEDO et
al., 2008). Tolerante a sombra inicial
parcial, mas que se desenvolve melhor a
plena luz, domina ou se estabelece no
estrato  intermedidrio do  bosque

(codominante), mostrando preferéncia

por solos variando de extremamente
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acidos a neutros de textura média a fina
(de arenoso a argiloso), tolerando
também  solos  degradados.  Sua
densidade populacional varia de trés a
15 individuos por hectare, mas
esporadicamente pode também  ser
encontrado em populagdes de 90 a 150
arvores por hectare. No Brasil,
apresentam-se de forma espontanea em
varios estados, sendo abundante no
Acre e em Rondonia principalmente as
margens do rio Madeira (FORERO et
al., 2000; BRITO et al., 2007).

Entre os temas mais estudados
na quimica de produtos naturais,
farmacologia e etnofarmacologia, estdo
as espécies desse género e suas
substancias quimicas. E esperado que se
acumule rapidamente novos dados sobre
suas substancias e respectivos efeitos
farmacoldgicos. Um dos  mais
importantes centros de diversidade
desse género se encontra no Brasil, pois

existem, ao menos, 354 espécies de

Croton nativas conhecidas (SECCO et



al, 2001; SALATINO et al, 2007)
muitas delas com efeitos terapéuticos ja
descritos como demonstrado na Tabela
1.

Caracteristicas Quimicas

Latex de Croton lechleri

A importancia do género Croton
aumenta consideravelmente do ponto de
vista médico por possuir grande
quantidade de alcaldides bioativos
(AMARAL & BARNES, 1997). Dessa
forma, o interesse pelo estudo dessas
plantas € justificado, porém ainda séo
poucos o0s trabalhos avaliando o0s
produtos do C. lechleri
(MILANOWSKI et al., 2002).

O alcaldide metabolizado pelo
material foliar do C. lechleri foi similar
ao do latex produzido pelo mesmo.
Sendo a taspina o Unico alcaldide
detectado no latex de individuos adultos
(CAI et al., 1993a; CAI et al., 1993Db),
enquanto que em outras partes da planta
(folhas, flores, inflorescéncias, casca do

tronco, raizes e sementes) outros
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alcaléides como magnoflorina,
isoboldina, taliporfina, também foram
encontrados (MILANOWSKI et al.,
2002). O exsudado das glandulas da
base das folhas é a Unica amostra que
ndo apresenta acimulo de alcal6ides, o
que se justifica, pois estas tem a funcéo
de secretarem uma substancia agucarada
que serve para atrair formigas que
atuam como dispersoras de sementes e
polinizadoras, necessitando a auséncia
de alcaloides por serem potencialmente
toxicos aos insetos. Essa caracteristica
sugere que estes alcaldides apresentam
atividade repelente, potencial este que
deve ser averiguado em estudos
controlados.

Os frutos e as folhas exalam um
odor agradavel ao final da tarde,
mostrando uma possivel utilizagdo
como planta aromatica, um potencial
gue também é pouco explorado (CAI et
al., 1993a; CAIl et al, 1993b). As
Euphorbiaceae, em sua maioria, ndo sdo

conhecidas como aromaticas, porém,



algumas espécies de Croton contém
6leos volateis, bem como
fenilpropandides e terpendides (mono e
sesquiterpenos) na sua COmMPOSi¢ao
(OLIVEIRA et al., 2001; LOPES et al.,
2003; SALATINO et al., 2007).

Em estudos quimicos realizados
com o latex do Croton lechleri,
demonstrou-se que 0s constituintes
majoritarios séo compostos
polifendlicos, representando cerca de
90% do peso seco (CAI et al., 1993a).
Foram isolados a catequina,
epicatequina, galocatequina,
proantocianidinas, B-1 e B-4,
gallocatequina, os diterpenos Korberina
A e B, os compostos minoritarios 1,3,5
trimetoxi-benzeno e o
2,4,6 trimetdxi-fenol (CAI et al.,1991;
PALAZZINO et al., 1997; MACIEL et
al.,, 2002; SILVA et al., 2002), 3'4-O-
dimetilcedrusina, que tem acdo sobre os
radicais livres e também foram
alcaldides  como

encontrados  0S

piridina, aportineindole, quinoleina,
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tropanos, 4cidos graxos insaturados,
anthraquinones e triterpenos (MARINO
et al., 2008).
Taspina

A taspina é um alcaléide com
uma estrutura dilactone e um atomo de
nitrogénio ndo incluido em um anel
heterociclico, sendo encontrado no latex
de trés espécies de Croton: C. draco, C.
lechleri e C. palanostigma. Esse
composto tem sido obtido também de
plantas fontes de benzilisoquinolinas e
biogeneticamente relacionadas a
alcaloides, como Berberidaceae e
Magnoliaceae (SALATINO et al,
2007). A taspina foi isolada da casca e
do latex desta espécie, que demostrou
ser 0 principal principio ativo
responsavel pela cicatrizacdo de feridas
(CAI et al., 1993a; CAI et al., 1993b;
CUNHA, 2007). O crescente interesse
em estudos da seiva do Croton lechleri
¢ principalmente devido a presenca

deste alcaloide (MONTOPOLI et al.,

2012), o qual atua também como



importante estimulador da migracdo dos
fibroblastos nas feridas (PIETERS,
1993). Tamanha a sua importancia que
diversos  autores  mencionam a
necessidade de isolar a taspina e estudar
0 seu potencial individual (FAYAD et
al., 2009; ROLLINGER et al., 2006;
ZHANG et al, 2010). Sédo também
conhecidas as suas propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes e por ter
atividade citotoxica a  células
cancerigenas (PIETERS, 1993; MAIA
et al., 2006). Se demonstrou que pode
restringir o desenvolvimento de micélio
do fungo Leucoagaricus gongylophorus
L. (FRANCO et al, 2013), ja
ITOKAWA et al. (1991) relatam uma
potente atividade contra células KB e
V-79. Assim, a taspina tem ganhado
destaque quando se avalia os extratos de
C. lechleri e estudos futuros devem

considerar cada vez mais a importancia

deste composto.
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Aplicacéo Clinica:

A espécie C. lechleri é utilizada
como planta medicinal ha séculos, ela
atua como anti-inflamatério,
cicatrizante de feridas, antidiarréico,
analgésico bucal e para a cura de Ulceras
estomacais (JONES, 2003;
ZEVALLOS-POLLITO et al., 2007). O
amplo uso popular ressalta a
necessidade de realizacdo de pesquisas,
ndo sO para demonstrar os efeitos
terapéuticos do sangue de dragdo e da
taspina, como também para ajuste das
indicacObes e doses. Esse tipo de
pesquisa ainda € escasso, 0 que €
potencializado pelo conceito erréneo de
que plantas sdo medicamentos naturais,
portanto livres de efeitos adversos.
Outro ponto que  deve sofrer
averiguacdo cientifica é o seu potencial
toxico e mutagénico, uma vez que
muitas plantas vém sendo usadas como
fitoterapicos sem nenhum conhecimento

dos seus efeitos em grandes doses e/ou

longo prazo (VIEIRA et al., 2009).



Teste de toxicidade aguda

Para ensaios de toxicidade,
ROSSI et al. (2013) utilizaram ratos
C57BL. A toxicidade aguda foi
estimada administrando doses
crescentes do latex, por via oral e
intraperitoneal. Os animais foram
observados diariamente durante 14 dias
para mortalidade, mudancas
comportamentais e outros sinais de
toxicidade. O extrato do Croton
mostrou uma dose letal para 50% da
populacédo (DL50) de 356 mg/kg por via
intraperitoneal e 500 mg/kg por via oral,
e indicou efeitos toxicos moderados in
vivo. As investigacdes toxicoldgicas
averiguadas foram para eventual
toxicidade de curto prazo, mas estudos
de toxicidade a longo prazo devem
também ser conduzidos, visto que
efeitos adversos podem ocorrer depois
de um periodo prolongado, de meses ou
até mesmo anos (AYALA et al., 2010).

Em um estudo realizado por

FAO et al. (2012) analisou-se o
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potencial mutagénico da seiva de
Croton lechleri em raizes de cebola.
Estes concluiram que ndo houve
alteracdo, sendo indicativo da n&o
ocorréncia de mutagenicidade. Na
mesma linha, ROSSI et al. (2003)
observaram, em estudo realizado com
teste Ames em estirpes de Salmonella
typhimurium T98 e T100, que ndo
houve atividade mutagénica. Estes
mesmos autores demonstram que a
mutagenicidade de 2-aminoantraceno
foi completamente inibida em TA98,
enquanto foi reduzida em mais de 90%
na estirpe TA100, quando aplicado na
presenca do latex. Esses resultados
demonstram ainda que a seiva exibe
atividade antiproliferativa para células
K562 (células humanas leucémicas).
Estes autores indicam, portanto, a
seguranca do uso de Sangue de Dragéo
como um remedio natural, sem riscos
genotoxicos, além de sugerirem acédo
antitumoral e antimutagénica (ROSSI et

al., 2003; JONES, 2003; SALATINO et



al., 2007). Pode-se concluir, assim, que
a seiva desta planta possui baixa
toxidade celular, sendo a mesma
tolerada para estudos clinicos.
Antiulcera e atividade antidiarreica
Seu potencial como cicatrizante
de lceras gastricas e seu efeito
antibacteriano foram comprovados em
um estudo realizado por MILLER et al.
(2000), no qual animais experimentais
foram induzidos a ulceragdo gastrica e
tratados com C. lechleri. A cura foi de
uma magnitude semelhante ao grupo
controle, que recebeu combinacdo de
penicilina e estreptomicina. Observou-
se que o conteudo bacteriano da Ulcera
foi bastante reduzido, como também o
teor de granulécitos, sendo elas menos
inflamadas e com carga bacteriana
menor, 0 que potencializou a cura,
salientando a sua superioridade ao uso
dos antibidticos por ter a acgdo
antinflamatdria como aditivo. Essa acao
é justificada pela variedade de produtos

quimicos que atuam em conjunto no
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latex. Além disso, a seiva do C. lechleri
estimula a secrecdo de pepsina,
favorecendo a degradacdo de proteinas
de fonte alimentar, consequentemente,
melhorando a digestdo e facilitando
assim o0 processo de cicatrizacdo
gastrica, explicando assim seu uso e sua
eficacia em casos de dispepsia gastrica.
A administracdo oral da seiva de sangue
de dragdo também tem um efeito
antioxidante em mucosa  gastrica
reduzindo a peroxidase, 0 que aumenta
a sua acdo citoprotetora (SANDOVAL
et al., 2006).

O wuso dessa seiva como
antidiarreico ja foi bem estabelecido
(JONES, 2003) e novos estudos
edificam o conhecimento sobre esse
tema. Se demonstrou gue 0 seu uso leva
a uma diminuicdo ou bloqueio da
capsaicina, podendo limitar a diarreia
por reduzir a secre¢cdo de fluido

intestinal. Isso se deu pela sua

capacidade de inibir, de forma seletiva,



a circulacdo de eletrolitos epiteliais
(SANVODAL et al., 2008).
Anticancerigena

A atividade de protecdo do C.
lechleri contra mutagénicidade através
de sua atividade bioldgica sugere seu
emprego como adjuvante no tratamento
contra cancer e como preventivo em
alimentos funcionais (ROSSI et al.,
2003). Em outro estudo do mesmo
grupo, feito para comprovar esta
hipotese, se avaliou o0 efeito
antiproliferativo do sangue de dragdo,
testado contra linhagem de carcinoma
de células do cdlon humano (LoVo) e
carcinoma hepatocelular humano
(HepG2) e demonstraram, mais uma
vez, a eficacia anticancer desta planta
amazonica e seus derivados. Estes
autores sugerem o C. lechleri como
aditivo alimentar, visto que oferece uma
protecdo eficaz contra o potencial
mutagénico das aminas heterociclicas

presentes nos alimentos. CASTRO et al.

(2012) também demonstraram efeitos
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citotoxicos sobre as linhas de células
cancerosas humanas e exerceu efeitos
antitumorais em camundongos, eles
demonstraram também toxidade aguda
moderada do Croton lechleri sobre as
celulas HelLa (cancer cervical) e
SKOV3 (cancer de ovério). Nessa
mesma linha, MONTOPOLI et al.,
(2013) demonstrou resultados
promissores nas linhagens celulares
SK23 (melanoma humano) e HT29
(tumor intestinal). BEZERRA et al.,
(2009)  trabalhou com Croton
regelianus, obtendo uma inibicdo do
crescimento do tumor em 59%, o que
indica que as espécies Croton pode ser
um importante fonte de compostos com
efeitos antitumorais e citotoxicos em
celulas HeLa. O o0leo essencial extraido
da casca do tronco do Croton lechleri,
em um estudo realizado por ROSSI et
al., (2011), apresentou-se como nao
citotoxico e é genotoxicamente seguro

nas condicdes testadas com



interessantes propriedades protetoras
para a mutagenicidade.
Ginecologia

O wuso do Croton para
tratamentos  ginecoldgicos ja  foi
estabelecido (JONES, 2003), e seu
efeito sobre  tumores genitais
(BEZERRA et al., 2009; CASTRO et
al., 2012) pode ser o motivo real de sua
eficacia no uso popular. Para averiguar
a seguranca de se usar o C. lechleri para
esse fim, AYALA et al. (2010)
avaliaram o efeito irritante deste em
genitalia de coelhas. Foi realizada
administracdo tépica intravaginal de
duas concentracdes (1% e 5%), para a
avaliacio da  toxicidade, sendo
observadas as condicdes médicas em
geral e a aparéncia fisica da vagina e
perine0 como também as marcas de
fluxo, eritema e edema. N&o houve
aspectos clinicos significativos e o uso

do extrato vegetal parece seguro nesses

Casos.
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Demais efeitos terapéuticos

A seiva do C. lechleri tem
diversas outras funcbes terapéuticas
descritas, incluindo  acdo  imuno
estimulante, antibacteriana, antiviral,
além de ser indicada contra diarreias de
diversas causas, inclusive aquelas
associadas ao virus da imunodeficiéncia
humana. Estas funcdes, incluindo
ensaios  pré-clinicos e  clinicos
conduzidos com o sangue de dragao,
foram revisadas por JONES (2003).
Este mesmo autor relata o uso de
produtos comerciais a base de sangue de
dragéo, disponiveis nos Estado Unidos.
O NSF (Normal Stool Formula™) ¢ um
suplemento alimentar cuja funcdo é
promover a producdo de fezes normais
(controlar diarreia crénica). O principal
principio ativo neste produto, de acordo
com os produtores, é a taspina e o

produto também ja sofreu ensaios

clinicos indicativos de sua eficacia.



Consideragdes Finais:

Conforme descrito e
concordando com o que vem sendo
demonstrado para o sangue de dragdo, a
maioria dos estudos realizados com este
composto confirma a fungdo sugerida
na medicina popular. Evidentemente
que ha um viés de publicacdo nestes
casos, sendo que aqueles efeitos que sdo
avaliados e negados raramente sao
publicados. De qualquer forma, ndo ha
duvidas que o latex obtido a partir da
seiva de C. lechleri tem atividades
biologicas diversas, muitas das quais
podem e devem ser aplicadas na
medicina humana e veterinaria.

O mercado brasileiro parece
ainda ser muito receptivo as receitas
tradicionais de fitoterapicos, sendo
pouco exigente quanto a sua validacéo
cientifica.  Sendo  assim, ensaios
clinicos, com compostos devidamente
caracterizados e manipulados, ndo sdo

tdo comuns no pais. Entretanto, em

outros paises, o0 sangue de dragdo e a
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taspina j& estdo sendo wusados em
produtos comerciais ligados a industria
farmacéutica (vide JONES 2003). As
recentes

exigéncias da  Agéncia

Nacional de Vigilancia  Sanitéaria
(ANVISA) com relacdo a caracterizagéo
e validacdo de fitoterapicos pode mudar
esse cenario. Por outro lado, quando a
exigéncia de fiscalizacdo e validagéo
parte do mercado consumidor, a pressdo
sobre as empresas produtoras é muito
maior e o Brasil ainda carece de
consumidores educados nesse sentido,
com relacdo a produtos da medicina
tradicional.

Arvores do género Croton sio
de ampla distribuicdo na metade norte
do Brasil e algumas plantacbes para
exploracdo da seiva sdo conhecidas,
ainda que pouco tecnificadas. Sendo
assim, a validacdo dos efeitos
terapéuticos dessa seiva também vem ao
encontro ao interesse econdmico de

comunidades de pequenos produtores

destas regides, que se beneficiariam de



um interesse industrial tanto do latex
bruto quanto da taspina por parte da
industria farmacéutica.

Neste estudo, ficou claro que o
nimero  de  experimentos  para
comprovar e/ou validar fungbes e
aplicacGes do sangue de dragdo parece
ter desacelerado desde a publicacdo do
trabalho de JONES (2003) e pouco foi
realizado com relacdo a ensaios clinicos
em medicina humana ou veterinaria. Os
principais avangos parecem ter sido na
questdo da toxicidade e da seguranca do
uso deste extrato vegetal. Os ensaios de
toxicidade que vem sendo
desenvolvidos, ainda que estejam em
fase preliminar, vdo de encontro com
aquilo que esta sendo exigido pela
ANVISA. A seiva de C. lechleri parece
ser pouco toxica, 0 que permite sua
ampla aplicacdo para fins terapéuticos.
Da mesma forma, ensaios de
mutagenicidade também nao

demonstraram riscos. Entretanto, para O

uso seguro, este composto ainda carece
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de uma série de ensaios que devem ser
conduzidos em experimentos
controlados. A toxicidade cronica tem
de ser determinada, bem como niveis de
irritabilidade cutanea e ocular. O uso
seguro de fitoterapicos ¢ uma tendéncia
e agencias de protecdo ao consumidor
parecem estar exigindo cada vez mais
que se trate fitoterapicos com a mesma
exigéncia que outros farmacos, tanto no
Brasil como em outros paises.

Estudos relacionados a acdo
antidiarreica, bem como outros efeitos
entéricos, também demonstraram
avangco. Esta é a funcdo mais bem
descrita do sangue de dragdo, bem
como aquela para qual o mercado ja
esta estabelecido. N&o havendo duvidas
quanto ao seu valor terapéutico, espera-
se que o fitoterapico seja dado seu
merecido  destaque pela inddstria
farmacéutica brasileira. Outra area que
parece ter tido algum avanco é a da agédo

antitumoral, ainda que a maioria dos

estudos desenvolvidos nos ultimos dez



anos tenha sido in vitro, estes tem
gerado resultados promissores e estudos
em animais devem ser conduzidos.

Outras funcdes parecem
evidentes e devem ser exploradas por
pesquisadores. A necessidade da planta
produzir um composto com auséncia de
taspina para atrair formigas parece
indicar que esta tenha acdo nociva ou
repelente a insetos e esta funcdo deve
ser avaliada. Da mesma forma, outras
linhas de pesquisa promissoras parecem
ter ficado estagnadas nos ultimos dez
anos. Estudos com relacdo a utilizacao
do sangue de dragdo como auxiliar na
cicatrizacdo de feridas cutdneas devem
ser retomados, bem como no tratamento
de picaduras de insetos.

Concluséao

Parece evidente que o sangue de
dragdo, bem como a taspina, Seu
composto  majoritario, tem funcbes
diversas que devem ser exploradas por
pesquisadores brasileiros. No entanto,

existe um vazio de informagdes sobre 0s
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seus mecanismos de acdo, a amplitude
de suas aplicacbes e como eles podem
ser combinados com outras abordagens
terapéuticas. Nos ultimos dez anos a
pesquisa com esta seiva ndao foi tdo
produtiva em ndmeros como no
passado, mas os estudos publicados séo
de alto valor cientifico e técnico. Esta
pesquisa deve ser retomada tanto para
nos tornarmos competitivos com o0s
produtos que estdo sendo
comercializados a base de C. lechleri no
exterior, quanto para fornecermos um
produto de uso seguro e fungéo validada
ao nosso mercado consumidor.
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Tabela 1. Espécies de Croton e suas respectivas distribuicGes geograficas como

também suas descritas indica¢des terapéuticas citados em publicagdes recentes.

Table 1. Croton species and their geographic distribution as well as their therapeutic

indications described in recent publications cited.

Espécie Distribuicdo Indicaclo Terapéutica Referencia
FRANCA-
C. argyrophylloides América Diabetes e as doengas venéreas NETOet al.,
2012
C. bonplandianum Asia/América Repelente contra os insetos A; MQ)I(Z))get
Analgésico, anti-inflamatorio, CUAIA mt Al
C. cajucara Brasil antiulcerogénico, hipoglicémico, oANE
hipolipidémico
) Tratamento da malaria, febre ardente, ALIA ot Al
C. caudatus América/Asia convulsdes, artrite reumatica e 1N
dorméncia.
C. celtidifolius Brasil Tratamento de doencas inflamatérias Ntl\zl(%gt al,
Tosse, gripe, diarreia, Ulceras gastricas,
C. lechleri América cicatrizante, tratar herpes, germicida At
apos extracdo dental e feridas bucais G £UuL
C. lechleri América An'[i—.inf!amatériaz anti_biética, FAO et al.,
' antioxidante e cicatrizante 2012
Anti-inflamatéria, analgésico bucal, ZEVALLOS-
C. lechleri América cicatrizacdo de Ulcera gastrica, POLLITO et
antidiarreico, al., 2007
Cura de feridas, antimicrobiano,
A et orn S controlador da diarreia, cicatrizagdo de MILLER et
Ulcera gastrica, tratar inflamagéo al., 2000
intestinal e anti-emético.
Sedativo, estimulante de apetite,
estomaquico, antiespasmadico, anti- Al INEIDA of
C. zehntneri América anorexigeno, analgésico, ansiolitico,

tratamento de distUrbios gastrintestinais,
irritabilidade e ansiedade

al., cvvl).
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3.2 Artigo 2

Sangue de Dragéo (Croton lechleri Mull., Arg.): Avaliagcédo da agéo cicatricial da

seiva em feridas cutaneas.

LOPES, T.V.*; FERNANDES, C. P. M.1; MELO, T. L.3; RAMOS, T. S2.; FELIX, A. O.
C.%; FELIX, S.R. 1; SCHONS, S.V.3; NOBRE, M.O%.
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RESUMO

A seiva do Croton lechleri é amplamente utilizada na regido amazobnica brasileira
empiricamente, para o tratamento de lesdes dermatologicas. Entretanto, ainda sé&o
necessarios estudos in vivo sobre a acdo cicatrizante dessa planta, neste contexto
objetivou-se avaliar a cicatrizacdo de feridas cutaneas abertas de ratos, tratadas com C.
Lechleri. Material e métodos: foram realizadas duas incisdes no dorso de ratos wistar, sob
efeito de anestesia, para confeccdo das feridas. Os animais foram divididos em trés
grupos de tratamento, o grupo | utilizou a concentracdo de 0,1 pgjao grupo llade 1 ug e
o grupo lll foi tratado apenas com creme nao idnico(contole). As feridas foram tratadas
diariamente e avaliadas clinicamente, morfométricamente, bioquimicamente e
histolégicamente aos quatro, sete, 14 e 21 dias de tratamento, e estudo tensiométrico foi
realizado aos 21 dias. Resultados: clinicamente ndo foram observadas diferencas entre
0s grupos (p>0,05). No estudo morfométrico, observou-se aos quatro dias de tratamento
no grupo Il maior média de area (32,6 mm?) e a menor aos sete dias de tratamento (10,5
mm?) comparada aos demais grupos. Histologicamente o grupo Il demostrou aos sete
dias, um melhor resultado com 66% de suas amostras na fase proliferativa. No estudo

tensiométrico, o grupo Il apresentou a maior média (4,4065 MPa), ndo sendo observada
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diferenca estatistica com os demais grupos (p>0,05). Conclusdo: C. lechleri a 1 ug
acelera o processo cicatricial levando a diminuigéo da ferida aos sete dias de tratamento
e produzindo uma cicatriz mais resistente, apresentando resultados satisfatorios como
cicatrizante.

Palavras-chave: Croton Lechleri, sangue de dragao, cicatrizagao, ratos.

ABSTRACT

Croton lechleri sap is widely used in the Amazonian region for the empiric treatment of
skin wounds. However, this action has yet to be academically described, confirmed or
denied. Therefore, the objective of this study was to assess the healing evolution of
wounds treated with C. lechleri sap. Two wounds were produced in the backs of each rat
(n=90), after due anesthesia. The wounds were then treated according to the designated
group: 0.0001% C. lechleri sap (group 1); 0.001% C. lechleri sap (group Il); and non-ionic
cream control (group Ill). The wounds were dressed daily, and the clinical, morphometric,
biochemical, and histological assessments were made on days four, seven, 14 and 21.
After 21 days a tensiometric study was also conducted. Clinically, there was no difference
among treatments at four days. Wound size did differ, with wounds in group Il presenting a
greater mean area (32.6 mm?2) (P<0.05). However, these showed a rapid reduction, having
the lowest mean area by day seven (10.5 mm?2). Histologically, group Il had most wounds
in the proliferative sage by day seven 66%, the most among all groups. The tensiometric
assay also favored group Il, with the greatest rupture strength overall (4.41 MPa),
however, no statistically significant difference was observed (P>0.05). The sap of C.
lechleri at 0.001% seems to hasten the healing process, rapidly shrinking the wound within

seven days, and producing a scar tissue capable of resisting grater pressure. In this light,
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this compound should be considered in the composition of plant based, wound healing

balms.

Key Words: Croton Lechleri, dragon’s blood, wound healing, rats.

INTRODUCAO

Durante séculos a medicina popular vem acumulando conhecimento empirico
sobre 0 uso e a eficacia das plantas medicinais, sendo estas em alguns casos, 0 Unico
recurso terapéutico de varias comunidades e grupos étnicos, com pouco ou nenhum
acesso a servicos formais de saude (VALLE et al.,, 2013). A espécie C. lechleri &
conhecida popularmente como sangue de dragao, sangue de grado ou sangue de drago
(PERCY et al., 2007) amplamente distribuida no bioma amazénico (DI STASI, 2002).
Estudos farmacologicos e clinicos realizados com esta planta até 2002 foram reunidos por
JONES (2003) e até o ano de 2013 por LOPES et al. (2013), os quais descreveram
atividade anti-inflamatoéria, antibidtica, antioxidante e cicatrizante, sendo essa ultima a
mais empregada empiricamente (LOPES et al., 2013).

O latex do Croton lechleri, apreseta quimicamente compostos polifendlicos dentre
muitos outros, sendo um alcaloide denominado de taspina, 0 seu constituinte mais
importante (CAl et al., 1993a)

A solucdo de continuidade da pele decorrente ao trauma caracteriza uma ferida,
sendo 0s seus tecidos subjacentes expostos, dar-se entdo o inicio da cicatrizacdo. A
cicatrizacdo € constituida por um processo dinamico para manter e reestabelecer a
integridade do organismo, sendo que para isso sdo envolvidas diferentes etapas, tais
como a inflamatéria, quimiotaxia, proliferativa e remodelacdo (ROSA et al., 1983). O
emprego do tratamento adequado na injaria tissular € de suma importancia, a fim de

promover uma cicatrizacao adequada (MANDELBAUM et al., 2003; KUMAR et al. 2007).
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A validagdo cientifica dos fitoterapicos é importante para a comprovagdo dos seus
efeitos farmacoldgicos e colaterais, dosagem e também da sua toxicidade (FERNANDEZ
et al., 1996). Sendo assim, objetivou-se avaliar o processo cicatricial de feridas em ratos
Wistar, tratadas com C. lechleri nas concentracdes de 0,1 ug e 1 ug através de analises
clinica, morfométrica e histolégica e ainda avaliar a for¢a e tenséo das cicatrizes cutaneas

resultantes do tratamento com C. lechleri.

MATERIAL E METODOS
Extracao do latex e preparo dos tratamentos

A extracdo da seiva do sangue de dragao (C. lechleri) foi realizada através do corte
no tronco da arvore, mesmo método empregado para a extracao do latex, na primavera. A
coleta foi realizada na cidade Porto Velho, em Rondonia, na divisa com o estado do Acre,
as margens do rio Madeira, nas seguintes coordenadas geogréaficas -9° 39’ 28. 63", -65°
25 59.20”. Foi também colhido um galho fértil e encaminhado para identificagcdo no
Herbario HFSL da Faculdade Séo Lucas em Porto Velho, registrado entdo com o namero
6723.

A seiva do C. lechleri foi manipulada e apresentada em forma de pomada, sendo
veiculo o creme néo idnico, nas seguintes concentracdes, 0,1 pug/ml e 1 pg/ml, obtidas a

partir de ensaios In vitro.

Animais experimentais e separacdo dos grupos

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica e Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas/ UFPel (CEEA 7605). Foram utilizados 90 ratos (Rattus
norvegicus) Wistar, machos com idade entre 60 a 70 dias, com peso médio de 180qg,

oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas.
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Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais, sendo o

grupo | e Il tratados respectivamente com 0,1 ug, 1 pg da seiva de C. lechleri e o grupo
[, controle, tratado com creme né&o idnico. Cada grupo era composto por 30 animais, que
foram mantidos e alojados em caixas plasticas padrdo, com dois animais por caixa, com
controle de temperatura e umidade, e oferta de alimentos conforme recomendado e agua
a vontade, durante todo o periodo experimental. Aos 4, 7, 14 e 21 dias foram realizadas
eutanasias conforme Resolucdo n° 1000 de 12 de maio de 2012 do CFMV, para
avaliacdo do processo cicatricial, através de avaliagdes clinicas, morfométricas e
histopatoloégicas e aos 21 dias além destas analises também foi feito avaliag]ao

tensiométrica.

Confeccdao e tratamento das feridas

Para a realizacdo das feridas cutaneas, todos os animais foram previamente
anestesiados com atropina (5mg/kg por via subcutanea), e a associacdo de xilazina
(10mg/kg) e quetamina (100mg/kg por via intramuscular). Foi realizada a tricotomia na
regido de dorso com extensdo de 4,0 x 3,0cm seguido da limpeza da pele com alcool
etilico hidratado 70°, sendo entdo realizadas duas incisdes no dorso de cada animal com
o punch (8mm). Diariamnete as feridas foram limpas com solucéo fisiolégica e tratadas

com 0,1 mL de pomada de acordo com o0 grupo experimental.

Avaliacéao clinica
As avaliacbes foram realizadas apds quatro, sete, 14 e 21dias de tratamento,
sendo considerado a presenca ou auséncia de exudato, crosta, epitelizacdo. Sendo

avaliadas clinicamente 12 feridas de cada grupo. A qualidade cicatricial foi observada aos
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21 dias de tratamento sendo classificada em normotréfica ou hipertréfica, com base na

textura e consisténcia.

Avaliagcdo morfométrica

Todas as feridas foram avaliadas morfometricamente nos dias quatro, sete e 14,
sendo os animais posicionados em decubito ventro-dorsal e utilizamdo camera digital
Sony DC20® com fixacao em tripé (distancia 15 cm) para o registro fotografico. A imagem
obtida foi transferida para o software ImageJ®, e feita a mensurada a area da lesdo em

mm?, permitindo assim a avaliacdo da contracdoda ferida.

Avaliacao histologica

As avaliacdes histolégicas foram realizadas em 12 feridas de cada grupo, aos
guatro, sete, 14 e 21 dias. O tecido das feridas foi coletado com 1lcm de margem, as
amostras foram identificadas e colocadas em recipientes plasticos com formalina
tamponada a 10%. Apéds, foram incluidas em parafina, seccionadas em 5 um e coradas
por hematoxilina- eosina (H.E.). As amostras foram avaliadas de acordo com a fase da
cicatrizacao: inflamatéria com predominio de infiltrado inflamatério, tais como neutréfilos,
macrofagos e linfocitos; proliferativa com aumento da quantidade de fibroblastos;
epitelizacdo completa e auséncia de células inflamatérias e maturacdo (BALBINO et al.,
2005). O figado e os rins foram fixados em formol a 10% e apds 24 horas resseccionadas
para processamento histopatolégico: desidratacdo com séries crescentes de alcool (70 a
100%), diafanizacdo em xilol, impregnacéo e inclusdo em parafina, segundo os métodos
habituais (BACHA; WOOD, 1990). Em micrétomo, os fragmentos tissulares foram

seccionados em espessura de 3,0 UM e subsequentemente submetidos a coloracao
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hematoxilina-eosina e examinados ao microscopio de luz para avaliacdo da integridade

tecidual e o possivel efeito totdxico da seiva do C. lechleri sobre estes 6rgaos.

Avaliagao tensiométrica

Para essa avaliagdo foram utilizadas somente amostras obtidas aos 21 dias (12
feridas/grupo), colhidas com auxilio de um molde metélico em formato de ampulheta para
permitir que essas apresentassem duas extremidades para fixagdo ao equipamento, ndo
havendo presenca de pele adjacente a regido da ferida. As amostras foram
acondicionadas em frascos contendo solucdo fisiologica 0,9%, e imediatamente
encaminhadas para a analise tensiométrica, realizada através da tragao axial em maquina
universal de ensaio (DL 500), sendo submetida a uma carga maxima onde foi avaliado o
limite maximo de resistecia a tracdo da amostra (LM) e a deformac&o na carga maxima

(Dmax) sofrida pela amostra.

Avaliacdo bioquimica

Nos animais tratados por 21 dias, foram Coletadas amostras sanguineas
acondicionadas em tubos contendo gel separador de coagulo e sem anticoagulante. O
sangue foi centrifugado a 2000’g por 10 minutos e o0 soro proveniente foi acondicionado
em microtubos de 1mL e mantido a -80°C até o momento da analise bioquimica. Foram
avaliados o metabolismo hepatico e renal dos animais experimentais, através da dosagem
de alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina, uréia e
creatinina, utilizando os kits comerciais ALT/GPT likeform®, fosfatase alcalina likeform®,

AST/GOT likeform®, uréia UV likeform® e creatinina.

Avaliacao estatistica



48

Os dados foram expressos em média e desvio padrdo. Para andlise das avaliagbes
clinicas, morfométricas, histoldgicas, tensiométrica e bioquimicas, foram realizadas
analises de variancia (ANOVA), teste de Tukey e Qui-Quadrado (Statistix 9.0). Todas as

conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Avaliacéo clinica

Na avaliacdo clinica se considerou a presenca ou auséncia de exudato, crosta,
epitelizagdo aos 4, 7, 14 e 21dias de tratamento. Aos quatro dias ndo foram observadas
diferencas nos parametros clinicos entre os grupos (p>0,05). A maioria das feridas
estavam em estagio inicial da cicatrizacéo, apresentando exsudato e crostas. Da mesma
forma, aos sete dias ndo houve diferenca entre os grupos (p>0,05). Aos 14 dias de
tratamento, todas as feridas apresentaram crostas em diametros menores, sendo
substituido o tecido de granulacdo por epitelizacdo. O grupo Ill apresentou presenca
menor de tecidos em epitelizacdo e remodelacdo (58%), em relacdo aos grupos | e Il, que
apresentaram em 100% das feridas(p<0,05). O grupo | apresentou ainda maior presenca
de tecido de granulacdo, quando comparado ao controle (p<0,05). Aos 21 dias de
tratamento, todas as feridas encontravam-se epitelizadas com cicatrizes normotréficas,
sem diferenca estatistica em nenhum dos parametros avaliados. Os dados completos

referentes aos achados clinicos podem ser observados na Tabela 1.
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TABELA 1 - Avaliagdo clinica do processo cicatricial, de feridas cutdneas abertas em ratos wistar,
tratados com a aplicacdo tépica de C. lecheri., nas concentra¢des de 0,1 pg (Grupo 1) e 1 pg (Grupo 1)

comparadas ao grupo controle (Grupo lll) tratado com creme n&o iénico.

Exsudato

Crosta

Inflamacéo

Granulagéo

Epitelizagéo

Dia 4

Grupo |
Grupo Il

Grupo lll

11/12 (91%)
*07/10 (70%)

07/12 (58%)

01/12 (09%)
03/10 (30%)

00/12 (00%)

01/12
(09%)
01/10
(10%)
04/12
(33%)

11/12 (91%)
10/10 (100%)

08/12 (66%)

11/12 (91%)
09/10 (90%)

08/12 (66%)

Dia 7

Grupo |
Grupo Il

Grupo Il

00/12 (00%)
00/12 (00%)

01/12 (09%)

12/12 (100%)
11/12 (91%)

12/12 (100%)

00/12
(00%)
00/12
(00%)
01/12
(09%)

12/12 (100%)
09/12 (75%)

12/12 (100%)

12/12 (100%)
11/12 (91%)

12/12 (100%)

Dia
14

Grupo |
Grupo Il

Grupo Il

00/12 (00%)

#+00/11
(00%)

00/12 (00%)

03/11 (27%)
05/11 (45%)

00/12 (00%)

00/12
(00%)
01/11
(09%)
00/12
(00%)

12/12 (100%)
11/11 (100%)

07/12 (58%)

12/12 (100%)
11/11 (100%)

07/12 (58%)

Dia
21

Grupo |
Grupo Il

Grupo Il

00/24 (00%)
00/24 (00%)

00/24 (00%)

00/24 (00%)
00/24 (00%)

00/24 (00%)

00/24
(00%)
00/24
(00%)
00/24
(00%)

00/24 (00%)
00/24 (00%)

00/24 (00%)

05/24 (20%)
00/24 (00%)

00/24 (00%)

Valores expressados em nimeros absolutos e suas respectivas porcentagens (p<0,05).
Grupo | <[] 0,1 pg/ml, Grupo Il >[]1 ug/ml e Grupo Il (controle) tratado com creme néo i6nico.

* Obito de um animal no grupo durante o procedimento anestésico
** Perda de uma amostra do grupo durante o processamento

Morfometria

Em relacdo a area e a contracdo das feridas observou-se aos quatro dias de

tratamento que o grupo |l apresentou maior média (p<0,05) de area (32,6 mm?) em

relacdo ao grupo | (22,59 mm?) e grupo Il (22,48 mm?). Aos sete dias de tratamento o

grupo |l apresentou a menor média de area (10,5 mm?) em relacéo ao grupo | e Ill, com

os valores de area respectivamente 12,12 mm? e 11,72 mm? porém n&o diferindo

estatisticamente. Com 14 dias de tratamento, observou-se que o grupo |l apresentou

média de area de 9,98 mm? o grupo | 10,85 mm? e o grupo Il apresentando diferenca

estatistica em relacdo aos demais grupos (p<0,05) com a &area de 5,12 mm? Os

resultados completos do estudo morfométrico podem ser vistos na Figura 1. Aos 21 dias

de tratamento todas as feridas encontravam-se epitelizadas. A Figura 2 representa a
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avaliacdo clinica (macroscopica) nos dias de eutanasia, representando as diferentes

fases da cicatrizacdo encontradas nesse estudo.

45 B Maior & Menor B Controle
40
35
30
25
20

15

Areada lesdo em mm?

10

=

FIGURA 1- Média da area das feridas cutaneas abertas em ratos wistar tratadas com C. lecheri. Barras
com linhas diagonais representam o grupo | (<[] 0,1 ug), barras pretas representam o grupo Il (>[] 1 pg) e
as linhas horizontais representam o grupo Il (controle).

4 dias 7 dias 14 dias

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

4 dias Tdias 14dias 21 dias
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FIGURA 2 — Andlise clinica das feridas abertas cutaneas de ratos wistar tratadas com C. lecheri nas
concentracdes de 0,1 pg (Grupo 1), 1 pug (Grupo Il) e o grupo controle com creme néo iénico (Grupo Il1). Aos
quatro (A, B, C), aos sete (D, E, F), aos 14 (G, H, I) e aos 21 de tratamento (J, K, L).

Histologia

Na coloragcdo com hematoxilina e eosina, observou-se que aos quatro dias de
tratamento, todos os grupos apresentavam-se na fase inflamatéria, ndo sendo observada
diferenca entre eles. Aos sete dias o0 grupo | apresentou 45% das lesdes na fase
inflamatéria e 55% na fase proliferativa. O grupo Il nesse periodode demostrou um maior
numero de amostras na fase proliferativa sendo ele de 66%, apenas 11% ainda na
inflamatoria e ja 22% na fase de maturacédo. Ja o grupo lll apresentava 44% na fase
inflamatoria, 12% na proliferativa e 44% na de maturacdo, porém ndo houve entre 0s
grupos, diferenca estatistica. Aos 14 dias, o grupo Il se igualou ao Ill, sendo que ambos
apresentavam 100% das lesGes na fase de maturacéo, ja o grupo | apresentou um atraso
no processo, sendo que 28% das amostras ainda estavam na fase proliferativa, nao

havendo diferenca. Aos 21 dias todos 0s grupos apresentavam-se na fase de maturacao.

Avaliacdo tensiométrica

Na andlise tensiométrica das lesbes aos 21 dias de tratamento, o grupo |l
apresentou menor média (0.5463 MPa) em relacédo aos grupos | (1.3760 MPa) e 1l (4,4065
MPa). Sendo observada diferenca do grupo Il para os demais (p=0,011). Em relacdo a
forca de ruptura das feridas, o grupo Il apresentou menor média de forca de ruptura (8,00
+ 3,6 N), comparado aos demais grupos | (8,80 = 4,6N) e Il (11,06 + 2,6 N), porém sem

diferenca estatistica (p=0,075).

Perfil bioquimico
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No perfil bioquimico foi observado aos quatro, sete, 14 e 21dias de tratamento que
nao houveram diferenciacdes dentre os grupos para as enzimas avaliadas. Estando todos

os parametros dentro dos limites fisiol6gicos e seus devios padrdes.

Discussao

Neste estudo demonstramos o efeito do latex de C. lechleri, sangue de dragédo, na
cicatrizagao de feridas em modelo murino. O uso do C. lechleri apresentou efeito aos 21
dias de tratamento, sobre a forca tensiométrica que a cicatriz é capaz de suportar. Além
disso, acelerou a presenca de tecidos de epitelizacdo e granulacdo aos 14 dias de
tratamento. Em torno do décimo dia, o leito da ferida € preenchido por tecido de
granulagdo (GUIDUGLI-NETO, 1987), sendo esse enriquecido com as fibras de colageno,
comecando a adquirir a aparéncia de massa fibrotica caracteristica da cicatriz (BALBINO
et al.,, 2005). Com o tecido de granulacdo presente nos grupos | e Il, jA aos 14 dias,
permite afirmar que o uso do sangue de dragdo induz um processo cicatricial mais
precoce quando comparado com o grupo controle.

No presente estudo ndo se observou diminuicdo gradativa e uniforme da area da
ferida cutanea nos grupos. Porem houve diferenca entre eles, ao contrario do encontrado
nos estudos de Parente et at (2009) e Araujo (2010), que observaram uma diminuicao
uniforme e todos os grupos. O grupo Il apresentou um aumento na area da lesdo aos
guatros dias de tratamento. Esse aumento da area das lesdes, registrado logo apés o
traumatismo, se deve a associacdo da perda da tensdo e edema da pele (BARBER,
1990), que pode ter ocorrido por uma maior ativacdo das citocinas pré-inflamatérias,
causada pela acéo da seiva do Croton (LOPES et al,2013). Esse efeito ndo foi observado
no grupo |, possivelmente devido a sua baixa concentracdo, como também n&o ocorreu
no grupo lll, pela auséncia dos principios ativos. As citocinas sdo um grupo de proteinas

heter6genas de baixo peso molecular, extremamente potentes, que tem a sua acdo
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iniciada a partir da ligacdo a receptores especificos (SHEERAN, 1997), podendo estas
sofrerem uma maior atracdo para o local da lesdo ou uma maior ativagao pelo principio
ativo da seiva do C. lechleri (LOPES et al., 2013). Aos sete dias de tratamento o grupo Il,
gue havia apresentado maior area aos quatro dias, apresentava a menor média (Figura
1), possivelmente em consequéncia a maior reacao inflamatéria induzida pelo sangue de
dragdo, no inicio do processo cicatricial. Aos 14 dias de tratamento ocorreu 0 inverso, 0
grupo lll apresentou uma menor area de lesdo em relagdo ao grupo I, podendo isso ser
devido a uma melhor producédo e organizacdo de colageno pelo grupo Il, o que fez com
gue ocorresse um atraso, porem com um melhor tecido cicatricial ao final do tratamento,
podendo ser visualizado na histologia e no ensaio tensiométrico, esses resultados se
equvialem ao encotrado no estudo realizado por Hatanaka e Curi (2007), ao tarabalharem
com acidos graxos no tratamento de feridas cutaneas, desencadando uma exacerbada
reacao inicial que contribui para o processo cicatricial.

Neste estudo avaliamos um produto fitoterapico frequentemente utilizado na
medicina popular, principalmente nos estados da regido amazoénica (LOPES et al., 2013).
A metodologia aplicada nesse estudo é a mais recomendada para avaliar a acao pro-
cicatricial de farmacos, e vem sendo amplamente aplicada para produtos
etnofarmacoldgicos (SANTOS et al., 2004; LOPES, 2005; PARENTE et at., 2009;
TILLMANN, 2011; FIKRU, 2012; FERNANDES, 2013), inclusive com as avaliacbes de
possiveis danos hepaticos e/ou renais, decorrentes do metabolismo e excre¢do da seiva
de C. lechleri

Nesse estudo foi avaliado o potencial cicatricial da seiva do C. Lechleri indicado por
Jones (2003) e por Lopes et al. (2013). Com a diminuicdo da area da lesédo aos sete dias,
e uma melhor tensdo do tecido cicatricial pelo Grupo Il, com maior concetracdo da seiva,

podendo ser indicativo da existéncia do efeito acelerador da cicatrizagdo, porem para a
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indicacdo da seiva como parte da composicdo de produtos farmacoldgicos, existe ainda a
necessida da retomada desses estudos, utilizando doses maiores da seiva e até mesmo
para uma melhor compreenséo do papel desta sobre a fisiologia da cicatrizagéo de lesdes
da pele.

A utilizacdo da seiva do C. lechleri a 1 pug acelera o processo cicatricial,
antecipando parametros clinicos, produzindo um tecido cicatricial com uma maior forca de
tensdo. A formulacdo aqui proposta apresenta resultados satisfatérios como cicatrizante e
deve ser incluida em formulacdes fitoterapicas, mediante maiores estudos clinicos e

toxicologicos.
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4 CONCLUSAO GERAL

Avaliamos com esse trabalho a acdo da seiva de Croton lechleri sobre
parametros clinicos e histopatolégicos, morfométricos, tensiométricos e bioquimicos
associados ao processo cicatricial.

Esse estudo permitiu reunir os principais estudos realizados na Uultima
década, permitindo afirmar que existe um vazio de informacdes sobre o seus
mecanismos de a¢do, sendo que nos Ultimos dez anos, as pesquisa com esta seiva
diminuiram em quantidade e aumentaram em qualidade, comprovando a sua agao
cicatricial.

A seiva da planta C. lechleri na concentracdo de 1 pg acelera o processo
cicatricial das feridas nos primeiros dias ap0s a injuria tecidual, enquanto que a
concentracdo de 0,1 pug ndo apresenta resultados satisfatorios como cicatrizante;
podendo ser observados pelas analises clinica, histolégica, morfométrica,
tensiométrica e bioquimica;

A avaliacdo histologica do figado e rins, ndo apresentou alteracdes
significativas, que pudesse inviabilizar o uso da seiva; apresentando auséncia de
efeito toxico; como também ndo causou alteracfes significativas nos parametros
bioquimicos. O ensaio clinico in vivo permitiu determinar duas dosagens seguras,
sem efeito totoxico;

A utilizacdo da seiva do C. lechleri nas concentracbes de 1 pg em feridas
cutaneas abertas apresenta ag¢do cicatrizante, com uma maior forca e tensdo das

cicatrizes cutaneas;
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