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RESUMO

O processo de cicatrizacdo de ferida ¢ uma resposta fundamental a lesdo tecidual que
envolve extensos eventos celulares, moleculares, fisiologicos e bioquimico,
tradicionalmente dividida em trés fases: inflamatoria, proliferativa e remodeladora, que se
sobrepdem, resultando na restauracdo da integridade do tecido. Com o objetivo de otimizar
a cicatrizagdo in vivo, foi avaliado o efeito do tratamento topico com o polissacarideo da
Goma do cajueiro (P-JU; Anacardium occidentale L), em lesdes cutaneas experimentais. A
cicatrizacdo foi avaliada em camundongos fémeas albino suicos, pesando 30+5g , com
idade de 8 semanas, dividido em 6 grupos (n=15/grupo), sendo trés grupos controle (NaCl,
Acido Ascorbico e Furacin®) e trés grupos teste (emulsdo Acido Ascorbico + P-JU) em
diferentes concentragdes (75mg/ml, 150mg/ml e 214,3mg/ml). Uma lesdo de lem® de
diametro foi realizada na regido toraxica dorsal e topicamente tratada em dose unica
(200ul) da substancia correspondente, no pds-operatorio imediato, como descrito. Cada
ferida foi avaliada diariamente do ponto de vista clinico. A contragdo da ferida foi
calculada como descrito por Prata (1998). Os resultados foram submetidos a anélise
estatistica usando Teste de Tukey (p< 0,05). Ao exame macroscopico, considerando: sinais
inflamatorios, tecido de granulagdo e caracteristicas da crosta. Observou-se que, entre os
grupos teste (150mg/ml e 214,3mg/ml) feridas com aspecto seco, menos hiperémicas e sem
edema, enquanto que, as do grupo controle, apresentaram intensa hiperemia, edema e
aspecto imido. Quanto as caracteristicas da crosta, o grupo teste apresentou, aspecto
delgado, distribuicdo uniforme e com desprendimento em torno do 8° dia, quanto aos
grupos controle, desenvolveram crostas espessa, irregulares € com desprendimento em
torno do 10° dia, algumas se conservando até o 12 ° dia, final do experimento. Quanto a
analise histopatoldgica, procedeu-se a biopsias no 2°, 7° e 12° dias de pds-operatédrio. No 2°
dia os grupos teste (150mg/ml e 214,3mg/ml) apresentaram maior vascularizagdo, menor
volume de exsudato e infiltrados neutrofilicos e eosinofilicos discretos. No 7° dia os
referidos grupos mostraram padrdo fibrovascular de organizagdo , enquanto que, a
angiogénese era marcante nos grupos controle. Finalmente, no 12° dia as amostras tratadas
com P-JU j& se apresentavam reepitelizadas € com um padrao mais ordenado de
colagenizagdo. O presente estudo sugere que o P-JU aplicado topicamente em feridas

cutaneas abertas, acelera o processo de cicatrizagao.



ABSTRACT

The wound healing is a fundamental response to tissue injury that involves a wide
of cellular, molecular, physiological and biochemical events, traditionally divided into three
phases: inflammatory, proliferative and remodeling, that overlapping, resulting in
restoration of tissue integrity. The aim this study was to optimize the healing in vivo was
evaluated of topical treatment with cashew gum polysaccharide (P-JU; Anacardium
occidentale L) in experimental cutaneous wound. The healing were evaluated using female
swiss mice, weighting 30+5¢g, 8 weeks of age, divided into six groups (n=15/ group), where
three control groups(NaCl, Ascorbic acid and Furacin®) and three test group emulsion
(Ascorbic acid +P-JU) in differents concentrations (75mg/ml, 150mg/ml and 214,3mg/ml).
A standard wound of uniform 1cm? diameter was formed on the dorsal region and topically
treated by unique dose (200ul) immediately after surgery, as described. Each wound was
evaluated daily of clinical point of view. The wound contraction was calculated as
described by Prata (1998). The results were submited statistical analysis using Tukey Test’s
(p< 0.05). The macroscopical analysis considerating:inflammatory signals, granulation
tissue and scab characteristics. Between test group (150mg/ml and 214,3 mg/ml) was
observated wound with dry aspects, fewer hyperemia and without oedema, although, the
control groups presented intense hyperemia, oedema and moist aspect. The scab
characteristic, the test groups presented thin, uniform distribution and detachment by gt
day, the control groups developed tick scab, irregular , and detachment by 10 th day, some
of them stayed until finish experiment. The histopathological analysis, proceed the biopsies
in 2™, 7™ and 12" days after surgery. In the 2™ day , the test groups (150mg/ml and
214,3mg/ml) presented more vascular, fewer exudate volume and inflammatory cell
infiltrates discret ( lymphocytes and eosinophiles) . In 7™ the day , the test group showed
fibrous-vascullar pattern of organization , although the angiogenesis was marked in the
control group. Finally in the 12" day the samples treated with P-JU presented re-
epithelialisation and with collagenization pattern more orderly.The present study suggest
that cashew gum polysaccharide applied topically on open wound accelerates the healing

process.



1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA PELE

A pele ¢ o maior 6rgao multifuncional do corpo, € o conhecimento das suas
estruturas e fungdo ¢ essencial para os clinicos e pesquisadores. O tecido ¢ constituido por
trés camadas: a epiderme (externamente), a derme e a subderme ou hipoderme
(Wysochi, 1999; Magalhaes, 2000).

A epiderme, regido mais externa e avascular, ¢ formada por tecido epitelial
estratificado plano queratinizado, ou seja, por uma camada superior constituida por células
queratinizadas mortas, e uma camada inferior, formada por células vivas ndo queratinizadas
(Henrikson et al., 1999). Estas células sdo produzidas na camada mais inferior da epiderme
(camada basal ou germinativa) e em sua evolucdo em direcdo a superficie, sofrem o
processo de queratinizagdo ou corneificagdo, o que da origem a camada cérnea. A
renovacdo celular constante da epiderme faz com que as células da camada cérnea sejam
gradativamente eliminadas e substituidas por outras. Além dos queratindcitos, encontram-
se também na epiderme os melanocitos, que produzem o pigmento responsavel pela cor da
pele (melanina) e células de defesa imunoldgica (células de Langerhans). A epiderme da
origem aos anexos cutaneos: unhas, pé€los, glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas
(Lima, 2002)

Situada abaixo da epiderme, a derme ¢ formada por tecido conjuntivo apresentando
colageno, elastico e reticular, sendo responsavel pela resisténcia e elasticidade da pele.
Foliculos pilosos, glandulas, vasos sanguineos e linfaticos e nervos estdo presentes nesta
regido (Calhoun & Stinson, 1982). O tipo celular predominante ¢ o fibroblasto, o qual
sintetiza a maior parte dos constituintes da matriz extracelular e participa no processo de
cicatrizacdo da pele (Borojevic e Serricella, 1999; Henrikson et. al., 1999).

A hipoderme ¢ uma camada de tecido conjuntivo que ancora a derme aos musculos
ou aos 0ssos subjacentes (Calhoun & Stinson, 1982). E também denominada de tecido
celular subcutaneo, apresentando a por¢do mais profunda da pele composta por feixes de
tecido conjuntivo que envolvem células gordurosas (adipocitos) e formam lobos de gordura

(Lima, 2002).



A matriz extracelular (MEC) corresponde aos complexos macromoleculares
relativamente estaveis, constituidos por moléculas de diferentes naturezas que sao
produzidas, exportadas e complexadas pelas células, tendo a importante fungdo de modular
a estrutura fisiologica e biomecéanica dos tecidos. E especialmente abundante nos tecidos
conjuntivos, podendo ser dividida em trés componentes principais: 0s componentes
fibrilares (colageno e elastina), os componentes nao fibrilares (proteoglicanos e
glicoproteinas ndo colagénicas) e as microfibrilas (formadas pelo coldgeno tipo IV e
microfibrilas associadas a elastina). Essa matriz pode ser abundante e mecanicamente
importante para o tecido 6sseo e tenddes ou escassa nos tecidos como o muscular ou
epidérmico, onde o proprio citoesqueleto dessas células suporta a carga mecanica. A maior
ou menor resisténcia desses tecidos ¢ dada, principalmente, pelo colageno, a principal
proteina fibrosa do tecido conjuntivo (Alberts et al., 1997).

Enquanto o coldgeno fornece resisténcia ao estiramento, outro grupo de moléculas
da MEC, os proteoglicanos, promovem a resisténcia a compressdo e preenchem espacos.
Estes proteoglicanos sdao formados por proteinas extracelulares ligadas a uma classe
especial de um complexo polissacaridico negativamente carregado, os glicosaminoglicanos
(GAGs) e variam quanto ao tamanho, forma e composi¢do quimica. Comumente muitas
cadeias de GAGs, compostos fortemente hidrofilicos, estdo ligadas a uma unica proteina
central e esta por sua vez pode estar ligada em uma extremidade de um GAG (4cido
hialurénico), criando uma enorme molécula semelhante a uma escova (Alberts et al., 1997).

A fun¢do da pele ¢ servir como uma barreira protetora contra o meio ambiente. A
perda de integridade de grandes por¢des da pele, como resultado de lesdes, pode levar
desde a incapacidade até a morte (Singer, 1999)

No transcorrer da vida o ser humano ¢ freqiientemente submetido a lesdes todavia,
dependendo do grau de lesdo resultante, gracas a processos fisiologicos, defende-se e
recupera sua integridade. Sem duvida, a cicatrizagdo ¢ um destes processos para os quais o
organismo apela, a fim de restaurar sua arquitetura (Melega et al.,1992).

Algumas formas de vidas inferiores como os protozodrios, podem regenerar alguma
parte das suas estruturas unicelulares enquanto que, os vertebrados inferiores conservam a
habilidade de regenerar um membro amputado ou cauda; sdo células pluripotenciais;

entretanto, o sistema dos mamiferos ¢ habil somente para substituir certos tecidos, tais



como, um defeito na epiderme e conseqiientemente reparar o dano a outras estruturas pela

formacao da cicatriz (Regan & Barbul, 1994).

O reparo tecidual, na maioria dos casos, ocorre através da

associagdo de dois processos distintos: a regeneracao € a
cicatrizagao, também chamada de fibroplasia. Ambos sdo eventos
que ocorrem na intimidade dos tecidos danificados sendo
caracterizados pela migragao, proliferagao e diferenciagao celular,
fendmenos determinados por interagdes especificas entre as células e
a matriz extracelular. A regeneracao ¢ um processo de reparo que
leva a substitui¢do do tecido lesado por células parenquimais do
mesmo tipo das células perdidas, restituindo a estrutura e a fisiologia
do tecido. A cicatrizacdo representa a substituicao do tecido lesado

por um tecido conjuntivo de natureza fibroplastica (Dantas, 2000).

1.2 CICATRIZACAO: ASPECTOS BIOLOGICOS, BIODINAMICOS E
FISIOLOGICOS

Em muitas circunstancias, o organismo pode softrer injirias que podem ser causadas
por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, como virus, bactérias, fungos ou protozoarios
(Magalhaes, 2000).

Depois do ferimento, inicia-se no local da injaria um processo complexo
envolvendo respostas integradas por diferentes tipos de células a partir de alteragdes locais
e sistémicas (Clark, 1993; Wright et al.,1992; Singer, 1999).

Se a ferida constitui a solugdo de continuidade andtomo-fisioldgica da area lesada, a
cicatriz corresponde a tentativa biologica para qual o organismo recorre para restaurar sua
integridade (Cohen et al., 1992).

A palavra cicatriz, originada do latim, cicatrice, significa a marca deixada na

estrutura anatomica. E o resultado final de um conjunto de acontecimentos bioldgicos que



se seguem a ferida, agressdo ou injuria, finalizando sempre pela formacdo de colageno e
epitelizagdo, bindmio sem o qual nao existe cicatriz (Silva,2000).

O processo pelo qual a reparagdo tecidual langa mao ¢ chamado de cicatrizagdo da
ferida e € composto de uma seqiiéncia continua, de inflamacao e reparacdo, na qual células
epiteliais, endoteliais, inflamatorias, plaquetas e fibroblastos, vao para restaurar as suas
semelhangas e fungdes normais. O processo difere um pouco de um tipo de tecido para
outro e ¢ geralmente independente da forma de lesdo (Regan & Barbul,1994) .

Na cirurgia, a cicatrizacdo de feridas tem sido classificada em: cicatrizacdo por
primeira intengdo ou unido primdria, e, por segunda inten¢do ou unido secundaria. Na
cicatrizagdo por primeira intengdo, os tecidos sdo aproximados por fios de suturas, ou
grampos e as de segunda inten¢do ocorrem quando as margens abertas se aproximam pelo
processo biologico da contragdo, permitindo o fechamento espontaneo ou secundario da
ferida (Cohen et al., 1992).

A divisdo do processo cicatricial em fases pode variar muito de autor para autor,
alguns a dividem em trés fases ( hemostasia, inflamacao e reparacdo propriamente dita),
outros em quatro fases (coagulacdo, processo inflamatdrio, fibroplasia e remodelamento) e
ha ainda aqueles que consideram cinco fases (inflamacao, fibroplasia, angiogénese, sintese
do tecido conjuntivo e epitelizacdo ou inflamagdo, epitelizagdo, formagdo de tecido de
granulacdo, neovascularizagdo e contracao da ferida), (Hunt & Goodson, 1993, McKinney
& Cunningham, 1989, Cohen et al, 1992, Singer, 1999, Fazik et al., 2000).

O plano basico do processo de cicatrizagdo, de uma maneira geral, ¢ sempre o
mesmo, tradicionalmente dividido em trés fases:inflamatoria, proliferativa e remodeladora
tendo como objetivo preencher aquele espago e sela-lo com uma cicatriz (Majno & Joris,
1996, Yamaguchi & Yoshikawa, 2001).

A resposta cicatricial ¢ iniciada no momento do trauma, quando feridas cirurgicas
ou traumaticas rompem a arquitetura tecidual (Kaplan, 1993). A lesdo do tecido causa a
ruptura dos vasos sangiiineos e extravasamento dos elementos constituintes do sangue. O
coagulo sangiiineo restabelece a hemostasia e abastece a matriz extracelular por migracao

de células (Heldin & Westmark,1996).



O processo inflamatorio caracteriza-se pela migragdo seqiiencial de leucocitos para
a ferida. No prazo de 24 horas, a ferida apresenta predominancia de leucécitos
polimorfonucleares (PMN) seguidos da preponderincia de macrofagos (Cohen et al., 1992).

Os neutrofilos e os macrofagos sdo as primeiras células a chegar ao sitio da lesdo. O
papel principal destas células é prevenir a infec¢do do tecido agredido, bem como, eliminar
detritos da matriz extracelular e corpos estranhos. Os macrofagos se destacam por
comandarem as demais células durante os eventos que determinam o reparo tecidual,
devido a capacidade de produzirem numerosas citocinas como: Fator de Crescimento
Derivados de Plaqueta (PGDF), Fator de Crescimento Transformante -3 (TGF-3) , Fator de
Crescimento Epidermal (EGF), Fator de Necrose Tumoral (TNF), Fatores de Crescimento
de Fibroblastos (FGF) e outras. As citocinas produzidas por macréfagos e linfocitos
provocam o influxo de neutréfilos, bem como, a migracdo e proliferacdo de células
endoteliais, fibroblastos e células indiferenciadas que comegardo a repopular o sitio da
lesdo, os macréfagos desempenham um papel central entre reparo e inflamagdo ( Riches,
1996, Dantas, 2000).

A fase proliferativa consiste principalmente da formacao de tecido de granulagao, ,
reepitelizacdo e contragdo da ferida, todos desempenham papéis importantes na cicatrizagao
normal. O processo de proliferagdo de fibroblastos e atividade sintética ¢ chamado de
fibroplasia. A fase fibroplasica ¢ caracterizada por um aumento do niimero de fibroblastos,
que iniciam a sintese e secrecdo de componentes da matriz extracelular (principalmente
glicosaminoglicanos e colagenos tipo I e III seguida pela proliferacao e crescimento interno
dos capilares (angiogénese) (Steed, 1997; Cotran et al.,2000;Regan & Barbul, 1994).

Ha no local do trauma um afluxo de fibroblastos que se depositam, multiplicam e
sintetizam substancias. Ocorre intensa proliferacdo endotelial de maneira que se constitui
num tecido denominado granulagdo, que por sua capacidade contratil, as feridas diminuem
a area de superficie cruenta, facilitando a epitelizagdo. O tecido de granulacdo formado
durante a fase fibroplasica ¢ rico em vasos, a formag¢do de novos vasos sangiiineos ¢
necessaria para sustentar esse tecido, tem um aspecto umido e sua fungdo primordial ¢
preencher o espacgo deixado pela ferida, servindo também como barreira a microorganismos

(Modolin, 1992).( Madri et al., 1990).



A neovasculatura das feridas, denominada de angiogénese, ¢ o processo de
brotamento de vasos a partir de vasos preexistentes e tem como fun¢do suprir de nutrientes
o tecido de cicatrizagdo. Na angiogénese, as células endoteliais crescem para fora, em
direcio a margem da ferida aparentemente em resposta a sinais quimiotdxicos e
mitogénicos das plaquetas e macréfagos (Hunt & Goodson, 1993). O estimulo responsavel
pela angiogénese ¢ multifatorial e relacionado a liberagao de diversos fatores soluveis
(peptideos) na ferida. Tais fatores de crescimento tém potentes propriedades bioldgicas de
quimioatragdo e mitogénicas demonstradas através de sistemas experimentais in vitro e
ensaios in vivo (Fazik, 2000).

Depois da migracdo em direcdo a ferida, os fibroblastos comegam a sintese da
matriz extracelular. O abastecimento da matriz extracelular ¢ gradualmente substituido por
matriz colagenosa. Uma vez que a matriz colagenosa abundante tenha sido depositada na
ferida, os fibroblastos param de produzir colageno e o tecido de granulagdo rico em
fibroblastos ¢ substituido por uma cicatriz relativamente acelular (Clark et al., 1995;
Desmouli¢re, 1995, Singer, 1999). Quando a ferida estd preenchida pelo tecido de
granulagdo, a angiogénese cessa € muitos dos vasos desintegram-se como resultado de
apoptose (Ilan et al., 1998).

Enquanto estes fenomenos estdo ocorrendo na profundidade da ferida, a restauragdo
da integridade epitelial estd ocorrendo na superficie da mesma. A reepitelizagao da ferida
comeca poucas horas depois da lesdo e faz-se pelo aumento de tamanho, da divisdo e da
migracdo da camada basal da epiderme por sobre a area de reaparagdo de tecido conjuntivo
subjacentes ( Regan & Barbul, 1994; Diegelman, 1981).

A contragdo de feridas, envolve uma interacdo orquestrada complexa de células,
matriz celular e citocinas (Clark,1999). Durante os primeiros dias € a crosta que contrai . A
crosta consiste principalmente de fibrina seca, formando-se quando o exsudato escapa da
mesma, coagula e resseca. Isto ocorre porque o coagulo é exposto ao ar atmosférico. A
fungdo dessa crosta ¢ selar a ferida, isolando-a do meio ambiente, ndo permitindo a
penetracdo de bactérias. A crosta pode reduzir a superficie de uma ferida pequena aberta
(Peacock, 1984; Dantas, 2000).

A reparacdo de uma ferida aberta apresenta um problema especial devido a sua

perda de substancia, que de alguma forma deve ser preenchida. O organismo ¢ capaz de



sintetizar algum preenchimento, como o tecido de granulacdo, porém, tem um mecanismo
coadjuvante mais rapido. Ap6és um periodo que varia de 5 a 9 dias, as margens da ferida
movem-se uma contra a outra, como se¢ houvesse uma forca invisivel de tracdo. Este
fendmeno ¢ conhecido por “contracdo da ferida”, definida como movimento centripeto das
bordas de um ferida de profundidade total, a fim de facilitar o fechamento do defeito
cutaneo (Stegman et al.,1982). Em qualquer cicatrizagdo, a maior quantidade de tecido de
granulagdo fard com que o fendmeno ocorra de maneira quantitativamente mais exuberante
(Peacock, 1984). A contragdo ¢ um fator importante que contribui para o fechamento
efetivo, quando as feridas podem cicatrizar secundariamente. Dependendo da localizacao
esse fenomeno pode ser de 39% a 62% (média de 45%) da éarea do defeito cutineo
(Lawrence et al.,1988).

Singer et al,(1984), descreveram uma estrutura — o fibronexo que consiste numa
associagdo muito intima, através da membrana citoplasmatica do miofibroblasto, de
microfilamentos semelhantes a actinas intracelulares e fibras de fibronectinas
extracelulares. Tais fibras de fibronectina formam conexdes com fibras colagenas e outros
fibroblastos. Assim como os filamentos de actina na contracdo de miofibrobalastos, o
fibronexo transmite a for¢a para o processo de granulagdo do tecido A aparéncia do
miofibroblasto corresponde ao comego da compactagdo do tecido conectivo e contragdo da
ferida (Montesano & Orci, 1988; Fazik, 2000).

A remodelacdo do colageno durante a transicao do tecido de granulagdo a cicatriz é
dependente da sintese e catabolismo de coldgeno em velocidade baixa, A degradagdo do
colageno na ferida ¢é controlada por muitas enzimas proteoliticas designadas
metaloproteinases, as quais sdo secretadas pelos macrofagos, células epidermais, assim
como fibrobalstos . Esse evento de remodelacdo do colageno ¢ responsavel pelo aumento
da forca de tensdo e da diminui¢do do tamanho da cicatriz. O resultado normal da fase de
remodelagdo da cicatrizagdo ¢ uma cicatriz com aproximadamente 80% da forca de tensdo
da pele integra (Fazik, 2000; Mignati et al., 1996).

Uma sintese dos principais eventos da reparagdo de feridas estd representado na

Tabela 1.



TABELA 1 Principais Eventos da Reparacdo de Feridas (extraido de Stadelman et al.,

1998).

Eventos

Ocorréncias

Eventos imediatos

Inflamacao

Proliferacdo celular e migracao

Sintese Molecular
Polimerizagao de Colageno e ligacdo
cruzada

Remodelagao

Contragao (ferida aberta)

Hemostasia e geragdo de estimulo a
inflamagao

Vasodilatacdo, vasopermeabilidade
aumentada, infiltracdo de leucécitos, morte
de bactérias, producdo de macrofagos para
estimular a proliferacao celular e sintese de
proteinas

Fibroblastos, endotélio (angiogénese),
epitélio

Colageno e proteoglicanos

Forga fisica adquirida

Colagenolise, mudancas mecanicas

aparentes e remodelagao vascular

1.3 TRATAMENTO DAS FERIDAS

J& nos primoérdios da Medicina, era registrada a preocupacao com a cicatrizagao das

feridas que, tal como atualmente, era considerada essencial a saude, pois poderia ocorrer a

morte por infec¢des adquiridas através dos ferimentos. Os indios Navajos escolhiam o

canto apropriado para convencer os deuses a acelerarem a cicatrizagdo (Room, 1984). No

Egito, no ano de 5000 A.C., os médicos consultavam o que veio a ser denominado de

“Papiro de Edwin Smith*, que constitui no mais antigo documento cirurgico conhecido e

que se destaca pelas suas orientagdes sobre o tratamento de infec¢des (Knustson et al.,

1986)



A manipulagdo das feridas, objetivando melhores resultados cicatriciais, tornou-se
um desafio para os cirurgides cujas atitudes, se modificaram ao longo dos séculos.
Identificam-se quatro épocas que se caracterizam por medidas terapéuticas peculiares. Na
primeira, que evoluiu até aos primdrdios do Cristianismo, o médico era um mero
espectador, e o principio do tratamento embasava-se na interferéncia minima com aplicacao
de toalhas limpas e mel sobre o ferimento, aguardando a sua resolugdo a custa do que se
entende, atualmente, como cicatrizacdo por segunda inten¢do. Na época seguinte, os
cirurgides preconizavam o uso de oleo fervente ou metais aquecidos sobre as feridas;
prevalecia o conceito paradoxal de que a presencga de secregdes purulentas era benéfica,
pois, supunha-se que ela acelerava a cicatrizagdo. Tais conceitos permaneceram até 1586,
quando Ambroise Paré retomou o “Principio de Interferéncia Minima”, o que foi
consubstanciado na seguinte frase “... a natureza fard a cicatrizacdo desde que o médico ndo
atrapalhe sua evolugio”. A proposta de Paré somaram-se as de Halsted e Carrel que
aprimoraram técnicas de limpeza minuciosa das feridas e o uso de suturas para
aproximacao de suas bordas. Evidenciaram-se, dentro desta época, Lister, Pasteur e
Semmelweiss, cujos principios de assepsia e anti-sepsia permitiram o controle das
infecgodes e, por conseguinte, facilitavam a cicatrizacdo. Finalmente, gracas as aquisi¢des de
conhecimentos em bioquimica e nutri¢do, surgiu uma nova €poca na qual se pretende
interferir na biologia molecular, influindo na sintese de moléculas envolvidas nos
fendomenos cicatriciais; entretanto, na area lesada, persiste o principio de interferéncia
minima (Melega, et al., 1992).

O emprego de produtos medicinais de origem natural no tratamento de certas
doengas tem sido amplamente utilizado pela populacdo, mas poucas pesquisas tém sido
realizadas a fim de atribuir a estes os seus efeitos terapéuticos Alguns estudiosos
mencionaram que elementos existentes na natureza poderiam constituir materiais
alternativos para o tratamento local das feridas, ja que os curativos disponiveis, sintéticos
ou biossintéticos, utilizados tanto no homem como em outras espécies sao onerosos. (Silva
et al., 2000).

Chega-se entdo, ao emprego de materiais que possam mimetizar as propriedades da

pele, como os biomateriais que podem ser definidos como um “material interativo* capaz



de estabelecer uma afinidade apropriada com o tecido vizinho sem indug@o de uma resposta
adversa ao hospedeiro” (Palapura & Kohn, 1992).

Substancias biologicamente ativas capazes de modificar a resposta imune tém sido
estudadas objetivando melhorar a resposta as enfermidades. Definidos como modificadores
da resposta bioldgica (MRB) alguns tipos de biomateriais tém sido amplamente utilizados
devido aos seus efeitos anti-tumorais, a exemplo dos polissacarideos que sdo capazes de
estimular o sistema imune, produzindo respostas a nivel humoral e celular (Fields &

Koeller, 1993; Mitchell, 1988 e Abbas et al., 2000).

1.4 BIOMATERIAIS

Os Biomateriais exercem um papel central no campo da engenharia dos tecidos.
Polimeros sintéticos biomiméticos t€ém sido criados para estimular fungdes celulares
especificas e para dirigir interagdes célula-célula. Polimeros naturais t€ém também exercido
um papel importante neste esfor¢o, e polimeros recombinantes , que combinam aspectos
benéficos de polimeros naturais com muitos dos aspectos desejaveis de polimeros sintéticos
tém sido projetados e produzidos. Os biomateriais tém sido empregados para conduzir e
acelerar de outra maneira naturalmente ocorrendo fenémenos, tais como: regeneragdo de
tecidos na cicatrizacdo das feridas; induzir a resposta celular que ndo deve normalmente
estar presente; assim como a cicatrizagdo num individuo doente ou a produzir um novo
leito para receber futuros transplantes e para bloquear o fendmeno natural, como a rejei¢ao
imune de transplante da célula de outras espécies ou a transmissao de sinais de fatores de
crescimento que estimulam a formagao da cicatriz (Hubbel, 1995).

A expansao do campo da Engenharia dos tecidos tem acelerado a demanda por
materiais os quais sdo tecidos compativeis, biodegradaveis e com propriedades mecénicas
proximas ao tecido alvo. O controle do nivel molecular da atividade bioldgica, ¢ também
um aspecto altamente desejavel (Chupa et al., 2000). Um esquema demonstrando a

evolucgdo do uso de biomateriais pode ser observado na Figura 1.



O Passado: remocio de tecidos

O Presente: Substituicdo de tecidos

l

Transplantes Implantes
Auto-enxerto  Hetero-enxerto Homo-enxerto | Fixacado Fixacdo  Fixacao

Biolégica Bioativa  Cimento

O FUTURO: Regeneracao de Tecidos

’ ’

Engenharia de Tecidos Materiais bioativos
regenerativos

Figura 1. Desenvolvimento Historico dos Biomateriais e Previsdo para o Futuro (Hench,

1998).

O campo dos biomateriais resultou de um casamento de disciplinas incluindo
ciéncias da vida, medicina, ciéncias materiais e engenharia (Seal, 2001)

Esfor¢os estdo sendo feitos em todo o mundo para descobrir agentes que possam
promover a cicatrizagdo e assim reduzir o custo de hospitalizacao e proteger o paciente das
amputagdes ou outras complicacdes severas (Shukla, 1999).

As evidéncias precoces do uso de plantas para cicatriza¢do pela humanidade ¢
datada do periodo Neanderthal (Kleiner, 1998). O uso de plantas como medicamento volta
a Antiguidade. As grandes civilizagdes dos antigos Chineses, Indianos e Norte-africanos
fornecem evidéncias escritas da ingenuidade do homem na utilizacdo de plantas para o
tratamento de uma larga variedade de doengas. Na Antiga Grécia, por exemplo, estudiosos

classificavam as plantas e davam descri¢des delas, desse modo, cuidando do processo de



identificagdo. Theophrastus tem sido descrito por alguns como pai da Botanica (Phillipson,

2001).

Muitas plantas sdo afamadas pelo seu uso na cicatrizagdo de feridas num sistema de
medicina tradicional. Estes remédios de plantas sdo usados desde os tempos antigos, mas, o
mecanismo de acdo e eficacia tem sido muito pouco avaliado cientificamente (Nagappa &
Cheriyan, 2001). Algum exemplos podem ser citados, como o uso de Aloe vera, Carica
papaya, Centella asiatica, em grande variedade de condigdes, desde a utilizagdo em
processos inflamatodrios, insuficiéncia venosa até o tratamento de queimaduras (Starley et
al., 1999; Brinkhaus et al., 2000; Vogler & Ernst, 1999).

No século XVI, jardins botanicos foram criados para cultivar plantas medicinais
para escolas de Medicina (Akerele, 1993). A pratica da Medicina com ervas floresceu até o
Século XVII quando maior quantidade de remédios farmacoldgicos “cientificos * foram

favorecidos (Trevelyan, 1993).

Nos Estados Unidos, a histéria do uso de ervas comeca nos primoérdios dos dias da
colonizagdo quando os cuidados com a satde eram feitos pelas mulheres em casa.
Inicialmente, elas usavam remédios botanicos feitos em casa e mais tarde adquiriram
produtos similares com “patentes medicinais”. No inicio do Século XIX, métodos
cientificos tornaram-se mais avancados e preferidos, e a pratica de botanica cicatrizante foi
rejeitada como charlatanismo. Nos anos 60, com o interesse sobre os efeitos iatrogénicos da
medicina convencional e o desejo por maior auto-confianga, interesse na “satide natural “ e

0 uso de produtos herbais aumentou (Trevelyan,1993).

As plantas sdo de relevancia para dermatologia por seus efeitos adversos e
benéficos na pele e nas desordens da pele respectivamente. Virtualmente todas as culturas
do mundo inteiro tém confiado historicamente , ou continuam a confiar nas plantas
medicinais para cuidados primdrios da saude. Aproximadamente 1/3 de toda medicina
tradicional s3o para tratamento de feridas ou para desordens na pele, comparado somente a
1 — 3% de drogas modernas. O uso desses extratos de plantas medicinais para tratamento de
desordens tém sido baseados largamente em evidéncias historicas anedotais, tem-se bem
poucos dados disponiveis na literatura cientifica, particularmente com respeito a eficacia de

extratos de plantas em experiéncias clinicas controladas. Os aspectos benéficos de plantas



sobre a pele incluem: cicatriza¢ao de feridas e lesdes de queimaduras (especialmente Aloe
vera); antifugica; anti-viral; anti-bacteriana e atividade acaricida contra infec¢des da pele
como acne, herpes e cicatrizes; atividades contra desordens inflamatorias/imune afetando a

pele (psoriase); anti-tumoral promovendo atividade contra cancer de pele (Mantle et al.,
2001)

O wuso de polissacarideos como biomaterial ¢ vantajoso uma vez que, tais
substancias apresentam livre administracdo, simplicidade de operagdao e diminuem os

custos de produtos (Shigemasa & Minami, 1995).

1.5 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos consistem de longas cadeias contendo centenas ou milhares de
unidades de monossacarideos. Também denominados glicanos, os polissacarideos diferem
entre si no tipo de unidade monossacaridicas e nos tipos de ligagao glicosidica, no
comprimento das suas cadeias e no grau de ramificagdo das mesmas. Os
homopolissacarideos contém apenas um uUnico tipo de unidades monoméricas; os
heteropolissacarideos contém dois ou mais tipos diferentes de unidades monoméricas
(Lehninger et al., 2000).

Os polissacarideos sdo componentes de quase todos os seres vivos exercendo
diversas funcgdes, como por exemplo: fazem parte da estrutura das paredes celulares de
plantas superiores ou algas marinhas (celulose, hemicelulose e pectina); sao abundantes em
fungos exoesqueletos de insetos e crustdceos (quitina); sdo reservas metabolicas nas
plantas, animais e microrganismos (amido, dextranas, frutanas e glicogénio); importantes
constituintes de capsulas que envolvem diferentes microrganismos; componentes da matriz
extracelular e cartilagens em animais (Calazans, 1997; Lehninger et al., 2000; Whistler &
Smart, 1953).

Os polissacarideos e seus derivados encontram numerosas aplicacdes em uma
variedade de campos, incluindo a industria téxtil e de papel, industria de alimentos e
cosméticos, bem como, indlstria quimica e farmacéutica. O alto potencial para explorar
estes biopolimeros com suas propriedades estruturais fisico-quimica e funcionais tém

estimulado a pesquisa de novos polissacarideos (Geresh et al., 2000).



Yoshida (2001) relata em seu trabalho de revisdo que os primeiros estudos a
respeito do uso de biomateriais utilizados na medicina sao dotados de 1958 onde se avaliou
a agdo antiviral de polissacarideos extraidos de algas marinhas. Posteriormente foi
observado que polissacarideos sulfatados obtidos em extratos de algas marinhas inibiram a
transcriptase reversa de alguns tipos de virus e replicagdo do HIV “in vitro”; sendo aceito
que a atividade anti-HIV de polissacarideos sulfatados inibem a ligacdo do HIV com as

células T nos primeiros estagios da infeccao.

1.6 POLISSACARIDEOS E CICATRIZACAO

Desde que em geral, polissacarideos naturais tém estrutura complexa devido a sua
heterogeneidade incluindo muitos tipos de unidades monossacaridicas, e isto dificulta a
elucidacdo da relagdo entre estrutura e atividade Polissacarideos ou derivados de
polissacarideos podem participar ativamente no processo de cicatrizagdo de feridas
Recentemente foi reconhecido que os polissacarideos podem ser usados para tratamento
sistémico, como também, participam ativamente no processo de cicatrizacdo de feridas
(Marques, 1991; Yoshida, 2001;.Lloyd, et al., 1998).

A historia da quitina (e seus derivados) como aceleradora da cicatrizagdo comegou
com os estudos de Prudden et al., em 1957, que relataram a aceleragdo do processo
cicatricial de feridas, pelo uso da cartilagem de tubardo, sugerindo que a eficicia da
glicosamina, um de seus componentes como acelerador (Ueno, Mori & Fujinaga, 2001).

A quitina ou (1—4)-2-acetamido-2-deoxi-fB-D-glucana, ¢ um polissacarideo de
estrutura linear presente na concha de crusticeos e parede celular de fungos, e seu derivado
desacetilado, a quitosana, tém sido usados como biomateriais por possuirem propriedades
bioativas benéficas no processo de reparagdo de feridas. Em modelos animais, foi
demonstrado que a quitina/quitosana podem influenciar todos os estagios da reparacao de
feridas (Mattioli-Belmonte et al.,1997; Howling et al., 2001).

Uma razdo postulada para esse uso da quitosana ¢ a sua biodegradabilidade. Tanto a
quitina, como a quitosana e seus derivados aumentam a atividade de macrofagos, os quais

irdo influenciar o processo de cicatrizacao de feridas (Lloyd et al., 1998).



1.7 GOMA DO CAJUEIRO (Anacardium occidentale L)

O cajueiro, amplamente distribuido em regides litoraneas do Nordeste brasileiro,
pertence ao género Anacardium composto por 21 espécies descritas na botanica classica
(Johnson 1973; Lima, 1988). Posteriormente, este nimero reduziu-se a nove no trabalho de

Mitchell & Mori (1988), sendo descrita mais uma nova espécie, totalizando dez.

Trata-se de uma arvore de folhas perenes, simples, inteiras e alternadas, com ramificagdes

baixas (Soares, 1986).

A planta produz 178-2000 g/ano, com um valor médio de 700g/ano (Bandeira,
1991). Dada a importancia da cultura da arvore do cajueiro, alguma regides de paises como

o Brasil (400.000 — 450.000 ha da planta) (Lima, 1988).

Varias espécies de A.occidentale apresentam casca resinosa contendo uma goma que €
constituida principalmente por um heteropolissacarideo ramificado éacido, utilizado como
substituto da goma arabica. A caracterizacdo dos exsudatos gomosos ¢ muito importante,
devido que estes polimeros tém muitas aplicagdes industriais (alimenticias, farmacéuticas,
téxtil,  cosmética,  vinicola, etc...).Estes  polimeros  hidrocoloides,  4acidos
heteropolissacarideos, sdo secretados por espécies que crescem em areas tropicais e
subtropicais como resposta a uma ferida a nivel do talo, remog¢ao de ramos ou pela presenca
de insetos, bactérias ou fungos (Rincon et al., 1999). Propriedades adesivas, atividades
inseticidas e emulsificantes, sdo apontadas como justificativa para possiveis uso da goma
do cajueiro. Esta contém como constituintes principais os monossacarideos galactose
(61%), arabinose (14%), ramnose (7%), glucose (8%), &cido glicurdnico (5%), além de
pequenas quantidades (2% cada) de manose, xilose e acido metilglicuronico (Paula &

Rodrigues, 1996; Menestrina et al., 1998).

Este polissacarideo com massa molecular de 1,1 x 10° Da, apresenta uma cadeia
principal formada por unidades de D-Galp unidas por ligagdes glicosidicas B-(1—3),

substituidos em O—6. Foi relatada a presencga de quatro substituintes distintos a saber: a) [3-



D-GlcpA—(1—6)-pB-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—-6)-; b) a-D-Galp-(1—6)-D-Galp; ) a-
L—-Araf-(156)-D-Galp e d) a-L—Rhap-(1—>4)-B-D-GlcpA (Menestrina et al.,1998).

Entre os polissacarideos biologicamente ativos, a molécula obtida da goma do
cajueiro (Anacardium occidentale) tem sido utilizada em diversas pesquisas e apresentado
resultados terapéuticos satisfatorios, frente ao Sarcoma 180 in vivo (Menestrina et al.,
1998), células HeLa in vitro (Stevan et al., 2000) ¢ a infecgdo experimental pelo
Schistosoma mansoni (Gadelha et al.,2001).

A ciéncia moderna e a tecnologia estdo oferecendo nova introspec¢do em direcao a
cicatrizagdo de feridas e levando a novas maneiras de influencié-la, incluindo uso topico de
fatores de crescimento, pele artificial, cultura de epitélio com ou sem componentes dermais
e estimulagdo elétrica. O futuro da cicatrizacdo de feridas retine um melhor entendimento
de eventos fisioldgicos complexos que ocorre e tradugdo em direcdo aos cuidados da ferida

ativa e interativa biologicamente (Waldorf, 1995).



2.0 JUSTIFICATIVA

A proposta desse trabalho ¢ a utilizacdo do polissacarideos da goma de cajueiro
(Anacardium occidentale L) em lesdes cutdneas experimentais em camundongos, como

meio de otimizar o processo cicatricial, justificada pelos seguintes aspectos:

existe consideravel interesse na utilizagdo de agentes terapéuticos que promovam

repara¢do ou aumentem a resisténcia de feridas;

- este polissacarideo tem demonstrado atividade bioldgica frente a varios modelos
experimentais;

- ressalta-se a sua biodisponibilidade na natureza, por ser uma arvore nativa da regiao

Nordeste cultivada amplamente, e

- trata-se de um recurso natural que pode ser explorado sem agressdes ambientais.



3.0 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do polissacarideo da goma do cajueiro (Anacardium occidentale L)

em lesOes cutdneas experimentais em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Extrair o polissacarideo da goma do cajueiro para utilizagdo como biomaterial no
processo de cicatrizagao.

» Formular emulsdes para uso topico contendo o P-JU.

= Avaliar o efeito do tratamento topico com as formulagdes obtidas na inducao do
processo cicatricial cutdneo em camundongos, sob o ponto de vista clinico e

histopatologico.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of the topical treatment using
cashew gum polysaccharide (Anacardium occidentale L; P-JU) in cutaneous wound
healing. Wound healing was evaluated clinically and histopathologically for 12 days in
female albino Swiss mice (n=15/group) which were single topically treated immediately
after aseptic surgery using 150mM NaCl, 75mg/ml ascorbic acid, 0.2% nitrofurazone
(control groups) and P-JU/ascorbic acid emulsions (75mg/ml, 150mg/ml and 225 mg/ml).
Wounds treated using P-JU emulsion 150 mg/ml showed an improved evolution than those
of the control groups considering clinical (inflammatory signals and wound contraction)
and microscopic characteristics (granulation tissue, re-epithelization). These results suggest
that cashew gum polysaccharide can be applied topically on open wounds to accelerate the

healing process.

Keywords: Wound; Wound healing; Polysaccharide; Anacardium occidentale




1. Introduction

Human skin is the largest multifunctional organ of body and the knowledge of its
structure and function is essential to clinical and research. It provides protection, sensation,
thermorregulation, biochemical, metabolic and immune functions (Wysochi, 1999). The
response of living tissue to injury is the basis for all surgical practice. Following operative
or traumatic tissue disruption the major priorities of any organism are: cessation of
hemorrhage, prevention of infection and restoring of tissue integrity and function. The
process by which repair takes place is called wound healing and is comprised of a
continuous sequence of inflammation and repair in which epithelial, endothelial,
inflammatory cells, platelets and fibroblasts briefly come together from their normal
domains to interact and restore normal morphology and function (Regann and Barbul,
1994).

Efforts have been developed to discover agents which improve healing in order to
reduce hospitalization costs and to save patient from amputation or other severe
complications (Shukla et al., 1998), as the topical use of growth factors, artificial skin,
culture epithelium in the presence or absence of dermal components and electrical
stimulation (Waldorf and Fewkes, 1995). Much of development has resulted from the great
understanding of the process involved in wound healing coupled with technology to
produce biocompatible materials showing the adequate physical and chemical
characteristics for enhancement of healing process (Lloyd et al., 1998). Naturally derived
materials offer many mechanical, chemical and biological advantages over synthetic
materials and hold an important potential for use in tissue engineering therapies (Schimidt
and Baier, 2000). Polysaccharides are naturally occurring molecules which perform some
different functions in living organism and may participate in the process of wound healing
(Lloyd et al., 1998).

Cashew gum is the bark exudate of Anacardium occidentale, a tree that grows
wildly in many tropical and subtropical countries. Exudate are generally produced by
wounding the tree during pruning or as a direct result of attack by insect or
microorganisms. Each plant produces 178-2000 of gum/year and considering the
importance of cashew tree culture to countries as Brazil (400.000 a 450.000 ha of plant),

India, Mozambique, Tanzania and Kenya, studies concerning the properties of the gum are



of the potential industrial interest (Marques and Xavier- Filho, 1991; Bandeira, 1991; Paula
and Rodrigues, 1996; Zakaria and Rhaman, 1996; Lima, 1998).

The gum exudate from the Brazilian cashew-nut tree is mainly composed by a
branched heteropolysaccharide (P-JU; Mw 1,1 x 10° Da). Rhamnose (0.005%), arabinose
(0.03%), glucose (0.02%) and three oligosaccharides (0.021%) are components of the side-
chain of P-JU, which has a main chain of (1—3)-linked B-D-Galp units (Menestrina et al.,
1998). This polysaccharide has showed to promote antihelmintic in vivo activity against
Schistosoma mansoni infection and has used to obtain protein purification in aqueous two-
phase systems (Gadelha et al., 2001; Sarubbo et al., 2000; Oliveira et al., 2001; Oliveira et
al., 2002).

The aim of this work was to investigate the effect of the topical treatment using

cashew P-JU emulsions in cutaneous wound healing.

2. Material and methods

2.1. Preparation of emulsions

Gum was collected from Anacardium occidentale L tree from south coast of
Pernambuco (Tamandaré beach), Brazil. The cashew gum polysaccharide (P-JU) was
extracted according to Menestrina et al. (1998) and emulsions were prepared according
Shigemasa and Minami (1995). Briefly, P-JU was added to 75mg/ml ascorbic acid,
solubilized in distillated water and pH was adjusted to 5.0 by adding IN NaOH in order to
obtain final concentrations of 75, 150 and 225 mg/ml (P-JU 1, P-JU 2 and P-JU 3,

respectively).

2.2. In vivo wound healing tests

The wound healing was evaluated using a mouse model and all experiments were
completed with the approval of the Federal University of Pernambuco’s Ethical Committee.
Female albino Swiss mice (25-35g weight and 8 weeks-old) were housed using
individual cages in standard conditions of temperature, humidity and light and fed with

standard rodent diet and water ad libitum. Animals were divided into six groups



(n=15/group), subcutaneously anaesthetized using 2% xilazine chloridate (10 mg/Kg) and
10% ketamine chloridate (115 mg/Kg). Each animal was placed in prone position and
prepared for aseptic surgery. A standard wound (1cm?) was formed on the dorsal thoracic
region using scalpel and curved blade surgical scissors after remotion of epidermal and
dermal layers with minimal bleeding.

Each wound was single topically treated (200uL) immediately after surgery, as
follows: 150mM NaCl (NaCl group); 75 mg/ml ascorbic acid (AA group); 0.2%
nitrofurazone (Furacin®, Schering-Plough Coopers, F group); P-JU 1; P-JU 2 and P-JU 3
groups.

The surface area of the wound was evaluated daily by tracing the boundary of still
open wound on transparent paper and by calculation of area as described by Prata (1988)

as follows: A= m.R.r, where A, R and r mean area, large ray and small ray, respectively.

2.3. Histological analysis

Samples of wound tissue were collected for histological observation on the 2™, 7%
and 12" days after surgery after subcutaneous anesthesia as previously described. Excised
wound sites were formalin fixed, routinely processed and embedded into wax. Thick
sections were stained using haematoxyline and eosin (HE) and Masson’s Trichrome stains

and examined by light microscopy.
2.5. Statistical analysis
The results obtained were expressed as mean + standard deviation (M £ sd), submited

to variance analysis and to the Tukey test, accepting as statically significant the values

compared at signification level of 5%.



3. Results

3.1 Macroscopic observations

Clinical evaluation of a healing process is important to characterize the effect of a
particular drug over each stage considering its singular characteristics. Previous reports
described the evaluation of morphometrical parameters in cutaneous wounds limited to
calculate wound area and its contraction percentile.

At the 2" day, clinical evaluation showed the presence of the signs of acute
inflammatory phase as depicted in Figure 1. Hyperemia, due to dilatation of vascular beds
within the injured area, was stronger in control groups, namely ascorbic acid and Furacin®
(80%, respectively) and NaCl (60%). Among test groups, approximately 53.3% of mice
showed hyperemia, when treated using P-JU 1 and 2.

Oedema was observed in control groups, specially in ascorbic acid treated mice (80%)
and in 53.8% of P-JU 1 treated animals. No oedema, which is a consequence of
accumulation of fluid and plasma proteins in extravascular spaces, was detected by using
higher doses of P-JU (150mg/ml and 225mg/ml).

The exsudative characteristics of this phase could be also accomplished through the dry
aspect of the wounds. It was observed in 60%, 86.6% and 40% of mice from control groups
(NaCl, Ascorbic Acid and Furacin®), respectively. In the test groups dry wounds were
observed in 77.7%, 100% and 100 % (P-JU 1, 2 and 3, respectively) of mice. Among
control and test groups at the 2™ day, one could observe that test groups showed less
oedema and hyperemia and a more drier aspect.

Between the 2™ and 7" days after injury, the cleaning process performed by
inflammatory cells (neutrophils and macrophages) allow for enhanced epitelial proliferation
and for the induction of the granulation tissue. This proliferative phase is characterized by
the beginning of epitelial regeneration and by wound contraction, which play central roles
in ordinary wound healing. In the 7" day the experimental wounds were meanly
characterized by the presence of a scab, which was classified according to its thickness,

distribution (irregular or uniform) and detachment signals as showed in Figure 2.



A thicker aspect of the scabs was observed specially in control groups (80%, 50% and
40% for NaCl, Ascorbic Acid and Furacin®, respectively) and poor uniformity (30%) and
detachment signals (10% and 30% for NaCl and Furacin®, respectively). However, one
could observe the presence of thinner scabs in test groups (10%, 50% and 20% for P-JU 1,
2 and 3, respectively), which were more uniform and showed many detachment signals in
60% and 50% of mice treated using P-JU 2 e 3, respectively. Among all groups at this
phase P-JU 2 treated wounds presented more detachment and uniform distribution of a thin
scab, suggesting an advanced reparation process.

In the last phase of this study, between 7™ and 12 days, wound contraction and total
healing were observed, as depicted in Figures 3 and 4. In the control groups it was observed
a total wound contraction in 20% and 40% of mice (NaCl and Furacin®, respectively). In
the test groups, a total healing was observed in 40%, 80% and 20% of animals (P-JU 1, 2
and 3, respectively). It is important to observe that none of the treated lesions with ascorbic
acid showed this response and 80% of mice maintained their scabs until the finish of the

experiment.

3.2 Wound Contraction

The progress of wound repair under such treatments were expressed as area changes
along 12 days, as showed in Figures 4 and 5. Immediately after the wound was produced,
its area increased by an average of 160% due to the mobility of the mouse skin, its elasticity
and the surrounding skin tension. Similar results were described by Teo and Naylor (1995)
and Cross (2000) who used rat as a model. At the o day, there was a little change in the
size of the wounds, which entered into a phase of a rapid contraction until the 4™ day. After
then, the wound area appear to decrease at an average rate of 0.24 cm?*/day for the control
groups and P-JU 1 and 3. P-JU 2 treated wounds decreased with a rate of 0.27 cm?/day,
which progressively declined towards the 10" and 12 days, when the wound area

approached to zero.



3.3 Histological analysis

Samples of the wounds were collected at 2™, 7" and 12" days after surgery in order

to analyze their microscopic patterns, as depicted in Table 1 .Histological findings on 2"

day of control groups (NaCl, AA and Furacin®) were characteristic of an acute

inflammatory phase, showing the presence of a predominant neutrophil infiltrate and few

macrophages, besides an exudate and some angiogenesis. In P-JU 2 treated mice, one could

observe an increased blood vessel formation and enhanced proliferation of cells similar to
granulation tissue.

In the 7" day, soft granulation tissue was present in all groups, showing a fibrous-

vascular pattern and an intense angiogenesis more evident in P-JU 2 treated wounds.The

beginning of epithelial regeneration, only observed in this group.

In the 12" day one could observe the evolution of the fibro-vascular granulation

tissue to a fibrous one, with poor collagen organization in NaCl and AA groups. Furacin

group showed re-epithelialisation without complete repair of granulation tissue, which

demonstrated a fibro-vascullar pattern treated mice presented a well-advanced organization

of granulation tissue and on-going epithelialisation.

4. Discussion

Over the years the wound management, especially of chronic wounds, has showed
marked social and economic implications worldwide (Natarajan et al., 2000). Wound
healing is a complex process characterized by hemostasia, re-epithelialisation, granulation
tissue development and remodeling extracellular matrix. Since healing process takes place
by itself and does not require much help, it is important medical care to avoid risk factors
such as infection, malnourishment, aging, as systemic diseases (eg. diabetes,
immunocompromised conditions). In order to improve wound healing, the medical
literature has been described drug research and the use of many in vitro and in vivo wound-

healing models. The selection of an animal model depends on a number of factors including



availability, cost, ease of handling, investigator familiarity and anatomical/functional
similiarity to humans (Sullivan et al., 2001).

The earliest evidence of human’s use of plants for healing dates back to the
Neanderthal period and virtually all cultures worldwide have been relied on medicinal

plants for primary health care (Kleiner, 1995). Many medicinal plants extracts for the
treatment of skin disorders (both single plant or multiherbal preparations) have

been used since ancient times even if their mechanisms of action and efficacious have not
been completely evaluated (Nagappa and Cheriyan, 2001; Mantle, 2001). Some Brazilian
plants have been used in wound healing, applied directly to wounds, in natura as poultices,
as dried powders or as water extracts (teas) for bathing (Grierson and Afolayan, 1999).

In the present study, a single topical application of cashew gum polysaccharide (P-
JU) significantly improved macroscopic and microscopic wound healing, increasing the
percentage of wound contraction and complete wound healing by 12" day as suggested by
rapid epithelialization and collagen synthesis. The group treated with P-JU containing
emulsion showed a thin and transparent scab which detached until the 8" day with no
bleeding. Control groups presented a rigid thick and irregular scab detached until 10" day.
Sometimes no detach was observed (80%, 100% and 60%, for NaCl, AA and Furacin
groups, respectively). Similar results were described by Leite (2002) who treated topically
male and female guinea pig using Vernonia scorpioides hydrogel and ethanol gel. The first
one showed a rigid, dark and thick crust, and was observed in the other group a thin and
transparent scab that detached and bled until 10" day.

Lewis Wistar albino rats of either sex treated with topical application of
Heliotropium indicum increased the percentage of wound contraction and completed wound
healing by 14™h day. When these rodents were treated with topical application of Plumbago
zeylanicum and Alcalypha indica the wound contraction was completed by 18" day (Reddy
et al., 2002). In the other study using Wistar rats of either sex when the wound were treated
topically with extract from Thespesia populnea, the complete epithelization occurred in
19.17 days (Nagappa and Cheriyan, 2001). When the extract of Datura alba leaves were
investigated for the evaluations of its prohealing activity on burn models in male Albino
rats (wistar strains), complete wound closure was observed within 12" days in treated rats

(Prya et al., 2002).



Treatment of guinea pig wound with asiaticoside isolated from Centella asiatica led
to reduced, oedema, necrosis and polymorphonuclear leukocytes (PMNLs) and

mononuclear infiltration ( Shukla, 1998).
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5. Conclusions

Emulsions containing the polysaccharide from Anacardium occidentale exhibited
significant prohealing activity when single topically applied on cutaneous wounds in mice.
The present results offers a preliminary pharmacological evidence on the use of cashew

gum polysaccharide.
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List of captions

Fig.1. Demonstration macroscopical aspects between control and test group day 2
postwounding, considerating inflammatory signals, hyperemia, oedemaand scab

Fig 2. Demonstration macroscopical aspects between control and test group day 7
postwounding, considerating patterns healing

Fig. 3. Demonstration macroscopical aspects between control and test group day 12
postwounding, considerating patterns healing

Fig. 4. Wound contraction (%) of Groups after topical treatment with NaCl, Ascorbic acid,

Furacim®, Emulsion (75mg/ml, 150 mg/ml and 225mg//ml).

Fig.5. Wound area (cm?) and time (days) after topical treatment with NaCl, Ascorbic acid,

Furacim®, Emulsion (75mg/ml, 150 mg/ml and 225mg//ml).
Table 1 Histological observations among Control and Test Groups.

Fig.6. Microscopic aspects of control groups. Masson trichrome, 100x. A, NaCl, 2™ day;
B,AA,: NaCl 12 th.s, bloos vessel; g-graulation tissue; m-muscle; d-dermis; i-cell infiltrate;

c-scab and ep-epidermis.

Fig.7. Microscopic aspects of Furacin ® treated wounds. Masson trichrome, 100x. A, 2™
day; B 12 th. s, blood vessel; g-granulation tissue; m-muscle;d-dermis; i-cell infiltrate; c-

scab and e- epithelium and g-keratin.

Fig.8. Histological aspects of P JU 2 treated wounds. A (HE40x) and B[Masson
Thricrome(MT), 100x]; 2™day; C (100x) and D (400x), 7 "day; E (100x) and F (400x), 12
th s, bloos vessel; g-graulation tissue; m-muscle;d-dermis; i-cell infiltrate; c-scab and e-

epithelium and g-keratind-dermis;f-pilous follicle;a- sebaceous gland and * -collagen.
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Table 1 Histological observations among Control and Test Groups.

GROUPS 2" day 7™ day 12" day

NaCl Intense cell infiltrate | Granulation tissue | Granulation tissue
(neutrophil polymorphs |showing a  fibrous- |showing a disorganized
and macrophages) and |vascular pattern and an |fibrous-vascular pattern.
angiogenesis intense angiogenesis Poor epitelial

regeneration.

AA Marked vascular pattern | Similar to NaCl group. Fibrous aspect of
and presence of few granulation tissue.
exudate Absence of  epitelial

regeneration.

F Less exudate among |Partial epitelial Complete epitelial
control  groups and |regeneration and regeneration and
some collagen fibers | granulation tissue presence  of  fibrous
were observed showing a regressive vascular granulation

vascular pattern tissue.

P-JU 1 Vascular pattern similar | Granulation tissue | Cicatricial tissue and well
to AA, absence of|showed a well-arranged |arranged collagen fibers.
exudate and presence of | fibrous-vascular pattern.
more organized fibers
of traction

P-JU 2 Similar to P-JU 1 The pattern of | Cicatricial tissue and the

granulation tissue is more | best resolution process
fibrous, similar to the|among all groups.
remodeling phase.

P-JU 3 Similar to P-JU 1 and 2 | Similar to P-JU 1 Similar to P-JU 1

NaCl, 150 mM NaCl; AA, 75 mg/ml ascorbic acid; Furacin,

150mg/ml e P-JU 3, 214,3mg/ml.

Table 1

F; P-JU 1, 75mg/ml; P-JU 2,



Figure 6



figure 7



Figure 8



6.0 CONCLUSOES

Emulsdes contendo, o polissacarideo de Anacardium occidentale exibiram
significante atividade pro-cicatrizagdo quando aplicada topicamente uma Unica vez sobre
feridas em camundongos. O presente estudo oferece evidéncia farmacologica preliminar

sobre o uso do polissacarideo da goma de cajueiro.
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