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RESUMO

Historicamente, Cucurbitaceae € uma das mais importantes familias de plantas utilizadas
para a producdo de alimentos, fibras e fitoterdpicos. Momordica charantia L.
(Cucurbitaceae) € muito utilizada no mundo inteiro, ndo somente as folhas, mais o caule,
flores, frutos e raizes. Os estudos fitoquimicos dos componentes boténicos desta planta,
revelaram os compostos biologicamente ativos presentes neste vegetal. Este trabalho teve
como proposta avaliar a acdo do extrato hidroalcodlico (EH) de M. charantia L. (uso
topico) no processo de cicatrizacdo de feridas padronizadas em dorso de ratos albinos
Wistar (Rattus norvegicus) com e sem laserterapia. O processo de reparo cutaneo foi
avaliado através da observacdo macroscopica, mensuracao da area de retracdo da ferida e
avaliacdo microscopica através da contagem do numero de células mononucleares,
fibroblastos e vasos sanguineos. Um total de 108 ratos, machos, pesando entre 250 a 340
g. foram divididos em seis grupos, tendo cada um 18 animais: Grupo | — Controle (creme
inerte); Grupo Il — Tratados com creme (EH) de M. charantia L.; Grupo Il — Padrdo
Cicatrizante (Fibrase); Grupo IV — Controle (creme inerte) + laserterapia (685 nm/ 40 mW
/ 16 Jlcm?; Grupo V — Tratados com creme (EH) de M. charantia L + laserterapia (685
nm/ 40 Mw / 16 J/cm®; Grupo VI — Padréo Cicatrizante (Fibrase) + laserterapia (685 nm/
40 mW / 16 Jicm?. Cada grupo foi dividido em trés subgrupos (A, B, C), com 6 animais,
sendo sacrificados com overdose, trés, sete e 14 dias respectivamente. Foi administrados
(uso topico) o extrato da planta e o padréo cicatrizante por cinco dias consecutivos; o
grupo com laserterapia foi irradiado a cada 48 horas num total de sete irradiacdes,
procedeu-se a retirada das pecas para avaliacao histoldgica com a técnica de hematoxilina-
eosina para verificar as diferentes fases de cicatrizagdo. O Grupo V demonstrou ser 0 mais
eficaz por acelerar (p < 0,01) o processo de regeneracdo cutanea, seguido do grupo I,
demonstrando a acdo do laser e os potenciais farmacoldgicos desta planta, apresentando
diferencas no tempo de cicatrizacdo e no grau de maturacgéo celular.

Descritores: Momordica charantia L, Laser, cicatrizagdo, analise histoldgica



ABSTRACT

Historically, Cucurbitaceae has been one of the most important plant families used in the
food production, fiber and phytotherapy. Momordica charantia L. (Cucurbitaceae) is
widely used throughout the world, including its leaves, stem, flowers, fruit and roots.
Phytochemical analyses of the botanical components of this plant have revealed
biologically active compounds. The aim of the present study was to assess the wound-
healing activity of a hydro-alcoholic extract (topical use) from M. charantia L. in the
healing process of standardized wounds on the dorsum of Wistar rats with and without
laser therapy. The skin repair process was assessed through macroscopic observation and
the measurement of the retraction area of the wound as well as microscopic assessment
through the count of the number of mononuclear cells, fibroblasts and blood vessels. The
animals (108 male rats weighing 250 to 340 g) were divided into six groups of 18 animals
each: Group | — Control (placebo cream); Group Il —Treated with cream (EH) of
Momordica charantia L. extract cream; Group Il — animals treated with
chloramphenicol/fibrinolysin/deoxyribonuclease ointment; Group IV — Control (placebo
cream) + laser therapy (685 nm / 40 mW / 16 J/cm?; Group V —Treated with cream (EH)
of Momordica charantia L. extract cream + laser therapy (685 nm / 40 mW / 16 J/cm?;
Group VI - animals treated with chloramphenicol/fibrinolysin/deoxyribonuclease
ointment + laser therapy (685 nm / 40 mW / 16 J/cm?. The groups were divided into three
subgroups (A, B, C) of six animals and sacrificed with an overdose at three, seven and 14
days. The samples were removed for histological analysis using hematoxylin-eosin
staining to determine the different stages of healing. Group V proved the most effective at
accelerating the skin regeneration process (p<0.01), followed by group Il, demonstrating
the action of laser therapy and the pharmacological potential of this plant through the
difference in healing time and degree of cell maturation.

Descriptors: Momordica charantia L, Laser, healing, histological analysis
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1 - INTRODUCAO

O uso de plantas na cura dos mais diversos males é utilizado ha centenas de anos
pela humanidade. No Brasil a utilizacdo dessa forma de terapia, vem aumentando cerca de
15% ao ano, enquanto o crescimento anual de medicamentos sintéticos gira em torno de 3 a
4% (Simoes et al., 2004). Apesar de ser considerado um dos paises que tem a maior
diversidade vegetal, abrigando cerca de 55.000 espécies catalogadas, estima-se que 4.000
delas sejam utilizadas com fins medicinais, mesmo que poucos estudos sejam desenvolvidos
nesta area (ELISABETSKY, 2003).

Com o alto custo dos remédios e a baixa condicdo de vida da populacdo mundial, as
plantas terapéuticas voltaram a ser um importante aliado nos tratamentos de doencas,
entretanto, o aproveitamento adequado das ervas medicinais depende de vérios fatores:

plantio, coleta, secagem, armazenamento e forma de preparo (SIANI, 2003).

Por suas propriedades terapéuticas ou toxicas as plantas adquiriram importancia na
medicina popular, motivando nas Ultimas décadas os Orgdos publicos a investirem,
crescentemente, em pesquisa com plantas usadas na medicina popular, a fim de avaliar os
seus efeitos benéficos a salde. Atualmente, vem ocorrendo um aumento no interesse por
drogas obtidas a partir de plantas medicinais, destacando-se aquelas com potencialidades
para promover a cicatrizacao de feridas (LORENZI, MATOS, 2002).

A inflamacdo é uma resposta celular e humoral de magnitude variavel com
repercussao meramente local, loco-regional ou sistémica cujo disparo ocasiona uma cascata
de eventos que envolvem complementos: cininas, fibrinoliticos e coagulantes estimulados,
juntos, com a ativacdo de fagocitos e das células endoteliais (BOGLIOLO, 2000;
CANDIDO, 2001).

Atualmente, vem ocorrendo um aumento no interesse por drogas obtidas a partir de
plantas medicinais, destacando-se aquelas com potencialidades para promover a cicatrizacdo
de feridas. O processo de cicatrizacdo tecidual consiste de um fenémeno fisiolégico que se
inicia a partir da perda da integridade da pele, gerando uma solucdo de continuidade que
atinge os planos subjacentes em diversos graus e depende de uma série de reacdes quimicas,
que sdo classicamente divididas em trés fases: inflamac&o, reparacdo e deposi¢do de matriz

extracelular e remodelagéo.



M. charantia L. € uma planta medicinal pertencente a familia Cucurbitaceae, que
vem ganhando espaco no cenario cientifico mundial, é bastante comum no Nordeste
brasileiro, sendo popularmente conhecida como meldo de Sdo Caetano (DI STASI et al.,
1989; LORENZI, 2002).

A luz tem sido usada como agente terapéutico por varios séculos para recuperar a
salde e a luz Laser é uma forma de radiacdo ndo-ionizante, bem tolerada pelos tecidos,
altamente concentrada, que de acordo com o tipo do Laser produz efeitos térmicos,
fotoquimicos. Esta radiacdo ndo possui efeitos mutagénicos, e pode ser usada repetidamente,
sem riscos para o paciente (BRUGNERA JUNIOR et al., 2003).

A Laserterapia pode alcangar excelentes resultados, dentre eles, a redugdo da
inflamacdo, a reducdo da dor e a aceleracéo do periodo de cicatrizagdo das feridas (Pontinen,
1992). O seu emprego tem sido usado para produzir efeitos bioldgicos e bioquimicos
positivos no processo de regeneracdo de tecidos segundo Catone (1997). Colls (1984)
descreveu as dosimetrias convencionais em funcdo do efeito desejado da seguinte forma:
antialgico de 2 a 4 J/cm?; antiinflamatério de 1 a 3 J/cm? ; regenerativo de 3 a 6 J/cm?;
circulatorio de 1 a 3 J/cm? (COLLS, 1984; PONTINEN, 1992; CATONE, 1997).

O aumento na producao de coladgeno, no numero de fibroblastos, além do aumento da
circulacdo sanguinea dentro do tecido regenerado e o efeito supressivo nas reagGes imunes
sdo efeitos alcangados neste tipo de tratamento com Laserterapia ndo cirdrgica (PONZI,
1997; BRUGNERA JUNIOR et al., 2003).

A procura por medicacdes alternativas para melhoria do tratamento de lesdes bucais, de
etiologia tdo variada, tem na fitoterapia um vasto horizonte a ser descortinado,
principalmente nas situacGes onde a modulacdo do processo inflamatorio é tdo primordial
quanto a abreviacéo do processo de cicatrizagao.

Esta pesquisa foi realizada acessando as bases de dados: Lilacs, Scielo, Periodicos

Capes e Bireme.



2 - OBJETIVOS
2.1 - Objetivo Geral

Avaliar a acdo do extrato hidroetandlico (EH) das folhas de Momordica charantia

L., na cicatrizacdo de feridas em animais de experimentacao, com e sem laserterapia.
2.2 - Objetivos Especificos

e Avaliar histologicamente a a¢do do extrato hidroetandlico das folhas de Momordica
charantia L. em feridas.

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato hidroetandlico das folhas de
Momordica charantia L. frente a cepas padrdo (ATCC) e isolados de gram + e gram

-, fungos e leveduras.

o Avaliar a toxicidade do extrato hidroetandlico das folhas de Momordica charantia L.

em camundongos mus musculus;

e Avaliar o efeito da luz Laser (AsAlGa de 685 nm) no extrato hidroetandlico das

folhas de Momordica charantia L. em lesdes cutaneas.



3-REVISAO DE LITERATURA
3.1- CICATRIZACAO

Compreender o processo inflamatorio e cicatricial é de grande importancia para a
avaliacdo evolutiva da ferida, pois os procedimentos e a escolha dos farmacos para o
tratamento de uma lesdo podem variar de acordo com a fase de reparagdo (CANDIDO,
2001; RODRIGUES et al., 2001).

Segundo Silva e Carvalho (2004) a inflamacdo € uma resposta protetora e imediata
que ocorre nos tecidos circunjacentes a uma lesdo ou area de destruicdo celular. A reacéo
inflamatoria resulta da producéo local de inimeros mediadores a partir de fatores humorais
ou celulares, que sdo responsaveis pela uniformidade quase estereotipada da reacdo

inflamatdria, independentemente da natureza do agente agressor.

O processo cicatricial ocorre em trés etapas diferenciadas que se sobrepdem: fase
exudativa (inflamatdria), fase proliferativa e fase de maturagdo, conforme Fig 1 (Pereira,
Arias, 2002). Apesar das fases de reparacdo serem descritas de forma sequencial, na
realidade, os eventos consistem de interagdes complexas superpostas, ndo existindo um
periodo latente no processo cicatricial. A lesdo tissular estimula uma série de eventos
metabdlicos visando a reparacdo dos tecidos por meio da regeneracdo e/ou cicatrizacdo
(WEISSMAN, 1992).

A cicatrizagdo de feridas, pode comprometer todo ou parte do tecido, consiste em
uma perfeita e coordenada cascata de eventos celulares e moleculares que interagem para
que ocorra a repavimentacdo e a reconstituicdo dos tecidos. Esses eventos representam um
processo dindmico que envolve fendmenos bioquimicos e fisiologicos que se comportam de
forma harmoniosa a fim de garantir a restauragéo tissular (MANDELBAUM, DI SANTIS,
MANDELBAUM, 2003).



Ferida Tecido de Cicatriz
Aberta granulagio

Ferida Tecido de Cicatriz
Aberta granulagdo

Fig. 1: Etapas do processo de cicatrizagao. Fonte: (Pereira, Arias, 2002).

Dai vem a definicao do tipo de ferida, que pode ser: espessura parcial (dermoabraséo,
traumatismos, etc.), cuja reparacdo da-se por reepitelizacdo, resultando uma cicatriz
praticamente imperceptivel; ou de espessura total (derme total, ou estendendo-se ao tecido
celular subcutaneo), que normalmente demanda a formag&o de um tecido novo, o tecido de
granulacéo; e a epitelizacdo, base da cicatrizacdo nas feridas de espessura parcial, acontece
apenas nas margens da ferida. Nesse caso, a cicatriz fica totalmente perceptivel e, muitas
vezes pronunciada (MANDELBAUM, DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Mencionam ainda Mandelbaum, Di Santis, Mandelbaum (2003), que 0 processo
cicatricial depende de diversos fatores, locais e gerais, tais quais: localizacdo anatémica, tipo
de tecido interessado e metodologia cirlrgica empregada, variando ainda segundo a idade do

paciente (feto, recém-nascido ou individuo adulto).



3.1.1 - Etapas na Resolucdo de uma Ferida

A cicatrizagdo de feridas envolve a inducdo de um processo inflamatério agudo pelo
ferimento, a regeneracdo de células parenquimatosas, a migracao e a proliferagdo de células
teciduais parenquimatosas e conjuntivas, a sintese de proteinas da matriz extracelular, o
remodelamento do tecido conjuntivo e dos componentes parenquimatosos, a colagenizacéo e
a aquisicdo de forca pela ferida. O processo inflamatorio é dividido em trés fases:
inflamacdo, reparacdo e deposicdo de matriz extracelular e remodelacdo (WEISSMAN,
1992).

3.1.2 - Fase Inflamatoéria

Celsus, escritor romano do primeiro século d.C., enumerou quatro sinais cardeais da
inflamacdo: rubor, tumor, calor e dor (Cotran, Kumar, Collins, 1993), mas tarde foi

acrescentado um quinto sinal clinico: perda de funcéo.

A inflamacdo atua no sentido de bloquear, diluir ou destruir o agente agressor,
substituindo tecido agredido pela regeneracdo das células parenquimatosas nativas e pelo
preenchimento de tecido fibroblastico, reconstituindo e cicatrizando o tecido lesado (Majno,
1992). As células do tecido conjuntivo envolvidas na resposta inflamatoria sdo mastécitos,
fibroblastos, macréfagos e linfocitos residentes. As células circulantes incluem neutrofilos,

monacitos, eosinofilos, linfécitos, basofilos e plaquetas (KOHN, 1992).

A inflamacdo é dividida em padrdes agudo e cronico. A inflamacdo aguda € a
resposta imediata e inicial a um agente agressor, tem duracdo relativamente curta e tem
como caracteristicas principais a exsudacdo de liquidos e de proteinas plasmaticas e a
migracdo de leucaocitos, principalmente neutro6filos (COTRAN, KUMAR, COLLINS, 1993).

Para que os leucdcitos possam alcancar o intersticio, € preciso que haja adesdo ao
endotélio e transmigracéo, conhecida como diapedese. As seletinas e as imunoglobulinas séo
receptores de adesdo presentes no endotélio. As integrinas sdo moléculas encontradas nos
leucdcitos. Mediadores como histamina, trombina e o fator de ativacdo plaquetario (PAF)
redistribuem as moléculas de adesdo na superficie celular endotelial. As citocinas
interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF) ou caquexia induzem a sintese e a
expressdo de moléculas de adesdo endotelial. Apds atravessarem as jungdes endoteliais, 0s
leucocitos tém que atravessar a membrana basal, provavelmente com a secrecdo de

colagenase para degrada-la. Apos a diapedese, os leucocitos emigram dos tecidos para o



local no qual existam substancias quimiotaticas. Existem varios mediadores quimicos
endogenos. Os agentes exdgenos quimiotaticos mais comuns sdo os produtos bacterianos
(COTRAN, KUMAR, COLLINS, 1993).

Os fendmenos vasculares na inflamagcdo aguda caracterizam-se pela dilatacdo
arteriolar e abertura de leitos capilares resultando num aumento do fluxo sanguineo para a
regido agredida. Este aumento de liquido extravascular rico em proteinas constitui o
exsudato (WEISSMAN, 1992).

A inflamac&o cronica tem longa duragdo e ao contrario da aguda que se manifesta
por alteracGes vasculares, edema e infiltracdo basicamente neutrofilica, caracteriza-se por
infiltracdo de células mononucleares que incluem macréfagos, linfocitos e plasmacitos,

destruicdo tecidual, proliferacdo de pequenos vasos sanguineos e fibrose (MAJNO, 1992).

A fase inflamatoria inicia-se imediatamente ap0s a injuria. A lesdo dos vasos produz
sangramento como resposta do organismo frente a esse evento, € a hemostasia, que se traduz
por vasoconstricgdo e formacdo de coagulo. O coédgulo auxilia na aproximacao das bordas
lesadas e na formagdo de uma matriz, na qual, fibroblastos, células endoteliais e
queratindcitos podem ingressar (HOM, 1993).

Apds a parada do sangramento ocorre vasodilatacdo, mediada por varias substancias,
como histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e 6xido nitrico que permitem um
aumento do fluxo sanguineo para a area do ferimento, causando calor e rubor, levando mais
nutrientes, células reparadoras e oxigénio para o intersticio, aumentando sua pressao
osmotica. A vasodilatacdo aumenta a pressdo hidrostatica levando a uma fuga de liquidos
para 0 meio extravascular. A associacdo destes fendbmenos leva ao edema local (MAJNO,
1992).

Dois dias apds uma lesdo, ha um grande afluxo de neutréfilos para a ferida, a qual se
encontra com tecido desvitalizado, coadgulo, bactérias e proteinas séricas extravasadas. Os
neutrofilos sdo os responsaveis pelo debridamento das superficies da ferida e de tecidos
desvitalizados, fagocitose de particulas antigénicas e de corpos estranhos e liberacdo de
granulos para a rede de fibrina, provocando hidrdlise enzimatica da matriz extracelular.
Todos esses eventos visam a promocao da limpeza da &rea lesada e o inicio da fase seguinte.
Durante os dois ou trés dias seguintes, as células predominantes sdo os macréfagos, os quais
sdo provenientes da migracdo e diapedese dos monadcitos circulantes ou sdo residentes do

proprio tecido. Linfocitos também aparecem no local da lesdo, mas em numero pequeno.



Acredita-se que os linfocitos estejam relacionados aos processos inflamatérios cronicos
(WITTE, BARBUL, 1997).

3.1.3 - Fase de Proliferagédo Celular

A angiogénese € o processo pelo qual surgem novos vasos para refazer as circulacfes
locais, necessarias para oxigenacao e nutricdo da ferida, diante da hipdxia e a diminuicéo do
pH no centro da lesdo. Esse evento tem como componente fundamental os macrofagos, que
fazem uma interacdo com os tromboxanos e as prostaglandinas produzindo assim o fator
angiogénico (quimiotatico) que atrai as células meso e endoteliais (WITTE, BARBUL,
2002; MAJINO, 1992).

Por volta do segundo ou terceiro dia, apds o trauma, ocorre a reparacdo do tecido
conjuntivo com a migragdo e divisdo das células endoteliais e a formacdo do tecido de
granulacédo constituido por colageno, fibronectina e acido hialurénico, com densa infiltracdo
de macrofagos, células endoteliais capilares e principalmente fibroblastos. As primeiras
fibras de colageno produzidas pelos fibroblastos surgem em quatro a cinco dias e 0 espago
da ferida é preenchido rapidamente por pequenos feixes orientados ao acaso, que aumentam
gradativamente, dando origem a uma estrutura densa e consistente que une firmemente os
tecidos lesados de modo que, no décimo dia do pos-operatorio ja representam metade do
namero total de células (MAJNO, 1992).

Dois ou trés dias ap6s o ferimento, continuando nas proximas duas a trés semanas,
diferencia-se no tecido de granulacdo, uma célula que possui caracteristicas ultra-estruturais
reduzindo a &rea cruenta da ferida facilitando a epitelizacdo (WITTE, BARBUL, 1997;
DORNELES, 2000).

A epitelizacdo é importante, pois o epitélio oferecerd ao organismo uma dupla
protecdo a partir do meio interno, contra as perdas de fluidos, eletrélitos e proteinas; e a
partir do meio ambiente, contra a penetracdo de agentes infecciosos na pele. A epiderme
espessa-se e as células basais da borda fibroblastos e da célula muscular lisa, denominada
miofibroblasto, dando-lhe capacidade contratil da ferida aumentam de tamanho e migram
para a mesma, ndo se dividindo até ser restaurada a continuidade epidérmica. A migracdo é
influenciada pelo tipo de matriz, tensdo de oxigénio e presenca ou ndo de infeccdo. As
células basais fixas em uma zona proxima a borda da ferida continuam a se dividir, e suas
celulas-filha achatam-se e migram sobre a matriz da ferida como uma lamina (WITTE,
BARBUL, 1997; YOUNG, 2001; WITTE, BARBUL, 2002).



Essa proliferacdo celular iniciada ap6s a migracdo, € maxima entre 48-72 horas ap0s
a lesdo. O estégio final da reepitelizacdo € a maturagdo das celulas epidérmicas. Em torno do
décimo dia ha um extrato corneo, que, comumente, é mais espesso que o da pele sa
circunjacente (WITTE, BARBUL, 1997; YOUNG, 2001; WITTE, BARBUL, 2002).

3.1.4 - Formagcao de Tecido Conjuntivo

A formacéo do tecido de granulagdo se inicia no terceiro ou quarto dia ap0s a injaria
tecidual e é mantida até que a reepitelizacdo esteja completada. O fibroblasto produz o
colageno fibrilar, sintetiza elastina, fibronectina, glicosaminoglicanas e proteases, como a

colagenase, importante para o debridamento e o remodelamento (VAN WINKLE, 1967).

A pele normal e uma cicatriz madura contém colageno dos tipos | e Ill, com
predominio do tipo I. Contrariamente, o tecido de granulagdo é amplamente composto por
colageno tipo 111 (Gabbiani, Lelous, Bailey, 1976). E sobre a fibronectina sintetizada pelos
miofibroblastos que as fibras de colageno tipo Ill repousardo. O colageno tipo IV esta
intimamente envolvido na fase de remodelacdo da cicatrizacdo de feridas e no
estabelecimento de uma juncdo dermoepidérmica funcional. O colageno tipo VI ¢é
sintetizado por fibroblastos da pele e possui qualidades adesivas tissulares Unicas (Olsen,
Peltonen, Jaakkola, 1989). O colageno tipo VII é de extrema importancia no estabelecimento
e na manutencdo de uma juncdo dermoepidérmica funcional (McGRATH, ISHIDA-
YAMANOTO, O°’GRADY, 1993; BURGESON et al., 1994).

As glicosaminoglicanas ndo apenas auxiliam na manutencédo da hidratagéo da ferida,
mas também podem conduzir a migracdo e a proliferacdo celular na ferida (BALAAS,
1950).

3.1.5 - Fase de Contracao

Contracdo da ferida € um processo através do qual as feridas abertas fecham por
movimento das margens em direcdo ao centro, cerca de quatro dias apos a interrupcao da
integridade da pele (WITTE, BARBUL, 1997).

A velocidade de contracdo da ferida ndo é a mesma em todos 0s pontos e o
restabelecimento da integridade fisica ndo constitui um estimulo que faga cessar a contracéo.
Descartou-se a idéia de que a desidratacéo do tecido seja responsavel pela contracdo e que a
sintese do colageno e a contracdo da ferida poderiam ser os responsaveis pela aproximacao e

unido das bordas da ferida. O mecanismo de contragdo que diminui a lesdo é gerado por



forcas celulares e elementos contrateis de fibroblastos e miofibroblastos com uma
reorganizacdo concomitante do citoesqueleto (COHEN, DIEGELMANN, LINDBLAD,
1992).

3.1.6 - Fase de Remodelacéo

A remodelacéo da cicatriz normalmente se inicia por volta da terceira semana ap6s o
trauma e persiste por meses ou anos. Esta fase se caracteriza por modificagdes no tecido
conjuntivo, sobretudo da matriz extracelular, como a acdo de enzimas proteoliticas que
metabolizam o excesso de ligagdes mais estaveis entre as fibras protéicas para ganho de uma
maior resisténcia mecénica na ferida, e, por ultimo, hd uma diminuicdo da vascularizagdo
(WITTE, BARBUL, 1997; DORNELES, 2000; YOUNG, 2001).

3.1.7 - Fatores que Influenciam a Cicatrizagéo de Feridas

Os eventos que ocorrem proximos ou sobre a cicatrizacdo de feridas, tais quais:
técnica cirdrgica, formacao de hematomas, infeccdo, reacdo de corpo estranho, radioterapia,
condicdes de base, drogas, localizacdo e dissecacdo podem ter grande influéncia no grau de
cicatrizacdo (SAARIALHO-KERE, CHANG, WELGUS, 1992).

Durante a técnica cirdrgica, a manipulacédo rude da pele por causa da inexperiéncia e
do uso de instrumentacdo inapropriada podem levar a formacéo de crostas, descamacdo da
pele, desvitalizacdo do tecido, aumento da reacdo inflamatéria ao redor da ferida,
promovendo um local ideal para infeccdo bacteriana secundaria. Por outro lado, ferimentos
fechados com material de sutura inapropriado podem levar a reacdo de corpo estranho,
inflamacdo persistente, necrose e infeccdo secundaria (LEVENSON, GEEVER,
CRAWLEY, 1965; BORGES, ALEXANDER, 1978).

A cirurgia a laser, eletrocirurgia, criocirurgia e peeling quimico sdo técnicas
indispensaveis mas, também produzem quantidades variaveis de injaria na pele. O cirurgido
é responsavel pela escolha do instrumental indicado para minimizar o dano do tecido e
considerando que o bisturi minimiza o dano a pele, deve ser, sempre que possivel, 0 método
escolhido (ANGEL, NARAYANA, SWARTZ, 1986; YOUNG, 2001).

Infeccdo bacteriana da ferida é a causa local mais comum de uma cicatrizagéo
prolongada, todas as feridas sdo contaminadas pos-operatério pela flora bacteriana residente.

InfeccBes clinicas ocorrem quando um numero critico de organismos patogénicos esta



presente. A bactéria retarda a cicatrizacdo pela ativacdo da via alternada do complemento,

prolongando a fase inflamatdria da cicatrizacdo de feridas (FARO, 1988).

Um corpo estranho dentro de uma ferida propicia uma superficie apropriada para
ativacdo da via do complemento com a subsequente acumulacdo excessiva de células
inflamatdrias. Assim, como na infeccdo da ferida, essa resposta inflamatdria exagerada é
prejudicial aos estdgios subsequentes da cicatrizacdo (KISCHER, SHETLAR, CHVAPIL,
1982).

Pouco oOxido nitrico estimula a proliferacdo celular e o aumento do numero de
fibroblastos e pode levar a cicatrizes hipertroficas. J& o aumento, resulta em um acréscimo
de macrofagos ativados evidenciando um processo de ativacdo celular, que induz também,
um fendétipo de deslocamento de queratinécitos, auxiliando no processo de fechamento da
incisdo (GODOY, 2002; WITTE, BARBUL, 2002).

3.2- ANTIMICROBIANOS

O desenvolvimento de novos agentes bactericidas potentes vem sendo alcancado
com sucesso, seja pela elaboracdo racional de novas geracfes de antibidticos visando
suplantar a resisténcia ou a partir de programas direcionados ao descobrimento de produtos
naturais bioativos (SILVEIRA et al., 2006).

Os produtos naturais sdo considerados uma fonte importante de novos agentes
antimicrobianos. Os farmacos que derivam dos produtos naturais modificado ou farmacos
semi-sintéticos das fontes naturais correspondem a 78% das drogas novas aprovadas pelo
FDA entre 1983 e 1994 (CECHINEL FILHO, YUNES, 1998; CRAGG, NEWMAN,
SNADER, 1997).

As principais fontes de antimicrobianos s&o as bactérias e os fungos, mas é crescente
0 interesse pelas plantas, que vém contribuindo significativamente na introdugdo de novos
agentes antimicrobianos (KOSTOVA, NIKOLOY, CHILPISA, 1993).

O uso dos extratos de plantas e dos fitoterapicos, ambos com propriedades
antimicrobianas conhecidas, podem ser de grande significado em tratamentos terapéuticos
(NASCIMENTO et al., 2000).



Muitas plantas sdo usadas no Brasil em forma de extratos, infusdo ou de emplastros
para tratar infeccdes comuns sem nenhuma evidéncia cientifica comprovada (HOLETZ et
al., 2002).

A selecdo de materiais de planta e de suas substancias isoladas representa uma fonte
potencial para medicamentos com maior eficacia (SILVA et al., 2003; SUFFREDINI et al.,
2006).

As plantas séo possuidoras de varias vias metabdlicas secundarias que déo origem a
diversas substancias, incluindo alcaloides, flavondides, isoflavondides, taninos, cumarinas,
quinonas, terpenos, polipeptideos, polifendis alem de déleos essenciais que, por vezes, sao
especificos de determinadas familias, géneros ou espécies e cujas fungdes, até pouco tempo,
eram desconhecidas, porém muitos destes compostos j& demonstraram atividade
antimicrobiana (SIMOES, 1998; COWAN, 1999; CLARKE et al., 2001).

Alguns estudos tém demonstrado que além de atividades sobre um determinado
microrganismo, substancias obtidas de plantas apresentam também atividades contra
linhagens de microrganismos resistentes aos antimicrobianos, como também o efeito
sinérgico entre substancias de plantas associadas a outras substancias vegetais, ou ainda a
antimicrobianos inativos, potencializando sua atividade (BELOFSKY et al., 2004; BETONI
etal., 2006; CHANG et al., 2007; HORIUCHI et al., 2007).

A resisténcia bacteriana é um tema muito importante no estudo dos antimicrobianos,
porque sua comprovacdo implica no fracasso da terapéutica. O aumento do uso de
antimicrobianos desde a década de 40 tem sido acompanhado de uma crescente alta na
resisténcia, cuja principal causa é a destruicdo do antibidtico pela bactéria responsavel da
infeccdo (KAYSER, 2006).

A primeira referéncia a resisténcia aos microorganismos surgiu nos anos 40, com as
penicilinas, tendo ressurgido com o advento dos novos antimicrobianos, nos anos 50 e 60,
com a resisténcia dos gonocos as penicilinas e a sua disseminacao as tetraciclinas. Hoje em
dia, esta resisténcia causa enormes problemas terapéuticos com implicacbes na saude
publica (SOARES, 2001).

A resisténcia bacteriana € uma resposta evolucionaria inevitavel ao uso de

antimicrobianos. Este fendmeno da alteracdo de patdgenos susceptiveis por uma espécie



mais resistente continua até os dias de hoje, principalmente em ambientes hospitalares
(FRENCH, 2005).

O uso abusivo e errdneo de antimicrobianos, tanto em nivel hospitalar quanto
ambulatorial, tem sido considerado como o principal fator associado ao desenvolvimento de
resisténcia bacteriana, quanto maior a dose e a duracdo do uso de antimicrobianos, maior o
risco de colonizacdo e infeccdo por bactérias multirresistentes (OLIVEIRA, 2001;
FRENCH, 2005; TENOVER, 2006).

As pesquisas na area de antimicrobianos enfrentam uma crise apresentando uma
diminuicdo de cerca de 50% desde 1968, devido a dificuldade e o alto custo de se isolar
estruturas quimicas e agentes inéditos com novos e melhores farmacos antibacterianos
devido & natureza comum da resisténcia das bactérias a estes medicamentos (BUTLER,
2006).

Enquanto as bactérias resistentes continuarem a aumentar, novos problemas de
resisténcia continuardo a emergir, complicando e impedindo o tratamento de doengas
infecciosas. O problema de resisténcia abrange ndo somente as bactérias, mas também
infeccdes fungicas, virais e parasitarias. O diagndstico correto dos agentes responsaveis pela
infeccdo identificando o microrganismo e a selecdo apropriada da terapia para o tratamento

destas infecc¢des, assegura o uso rapido e eficaz dos agentes antimicrobianos (LEVY, 2005).

A compreensdo dos mecanismos de resisténcia é fundamental para o
desenvolvimento de novas estratégias para a terapia antiinfecciosas, bem como a pesquisa,
descoberta e producdo de novos agentes antimicrobianos revelam-se crescentes e necessarias
(KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005).

O surgimento de microrganismos resistentes pode acontecer facilmente e € um risco
clinico de importancia relevante. Processos genéticos de seletividade podem conduzir ao
aparecimento de “supermicrobios”. As medidas defensivas a serem tomadas incluem a busca
por novos agentes antimicrobianos (TAVARES, 1996; MIMS et al., 1999; LIMA et al.,
2001; SCHAECHTER et al., 2002).



3.3 - Momordica charantia L.

Historicamente, Cucurbitaceae, é uma das mais importantes familias de plantas
utilizadas para a producdo de alimentos, fibras e fitoterdpicos. M. charantia L., o popular
Melédo de S&do Caetano, originalmente conhecido por seu uso na culinaria e na medicina, é
uma planta anual, herbacea, de folhas membranéaceas, fulvecentes e com flores unissexuais,
sendo muito comum nas cercas e terrenos baldios. (Fig. 2) (DI STASI et al., 1989; SOUZA,
2001).

Fig.2-Vista geral de M.charantia L.—Meldo de Sdo Caetano Fonte: Ponzi, E. A. C.

Caracteriza-se por apresentar um caule de 3 a 4 metros de extensdo; folhas
membranéaceas cordiformes com base angulosa dentada e lobulada de cor verde clara; flores
frequentemente solitarias, amarelas, unissexuais; fruto amarelo ou laranja com espinhos
moles na superficie; e sementes envolvidas por uma pelicula avermelhada (GONZALES,
DIAZ, LOWY, 1995; ALONSO, 1998).

Em paises em desenvolvimento, 80% das pessoas continuam utilizando a medicina
popular nos problemas basicos de salde. Nas Ultimas décadas, no entanto, pesquisas
objetivaram a avaliagdo cientifica de drogas tradicionais originarias das plantas (DI STASI
etal., 1989; BELOIN et al., 2005; LEITE, NUNES-PINHEIRO, CAMPELLO, 2005).

A M. charantia L. tem sido comumente utilizada na medicina popular topicamente
para curar ferimentos. Usado também como emenagogo, antiviral para sarampo e hepatite.



Pesquisas objetivando comprovar a eficacia de M. charantia L., utilizando técnicas
modernas, obteve como resultados a atividade antiglicémica, antiviral, antitumoral,
antileucémica, antibacteriana, antihelmintica, antimutagénica, antioxidante, antillcera,
antiinflamataria, hipocolesterolémica, hipotrigliceridémica, hipotensiva, imunoestimulante e
propriedades inseticidas (BELOIN et al., 2005; LEITE, NUNES-PINHEIRO, CAMPELLO,
2005).

Forma de preparo: infusdo - folha e raiz; cataplasma - fruto; unguentos e chés -
folhas; azeite - sementes (Suarez, 1998). As folhas jovens sdo utilizadas como verduras, 0s
frutos sdo usados como sab&o, e embora comestiveis, ndo sdo recomendaveis para consumo,
pois podem produzir aborto, diarréia, e vémitos. E empregado como febrifugo, vermifugo,
hipotensor, hipoglicemiante, na dor intestinal, febre produzida durante a malaria, disenteria e
reumatismo (GONZALES, DIAZ, LOWY, 1995).

As folhas sdo usadas para leucorréia, verminoses, dores reumaticas e menstruagdes
dificeis. O suco das folhas pode ser usado para tratamento de pele especialmente quando ha
coceiras, a cocgdo destas tomada como tisana e com umas gotas de limdo, é purgativo
(SOLIS, 1992).

Diversos metabdlitos secundarios tem sido descritos em M. charantia L tais como:
saponosidos triterpénicas e esteroidais, glicosideos de flavondides, alcaldides. Os frutos
imaturos sdo uma boa fonte de vitamina C e também fornecem vitamina A, B1, B2, fosforo
e ferro. Vérias substdncias como charantina, charina, criptoxantina, cucurbitinas,
cucurbitacinas, cicloartendis, diosgenina, cido elaeostearico, eritrodiol, &cido galacturénico,
acido gentisico, goiaglicosideos, goiasaponinas, hidroxitriptaminas, lanosterol, acido laurico,
acido linoléico, 4cido linolénico, momorcharasideos, momorcharinas, momordenol,
momordicilina,  momordicinas, = momordicinina,  momordicosideos, = momordina,
multiflorenol, nerolidol, acido oleandlico, acido oléico, acido oxalico, pentadecanos,
peptideos, acido petroselinico, polipeptideos, proteinas, &cido rosmarinico, rubixantina,
espinasterol, glicosideo esteroidal, estigmasterol, taraxerol, v-insulina, uracil, verbascosideo,
zeatina, zeatina ribosideo, zeaxantina, zeinoxantina foram isolados (SOLIS, 1992; SENER,
TEMIZER, 1998; ISMAIL, ISMAIL, LASSA, 1999; MIURA, 2001).

Estrutura quimica de momordicines eu, Il e Il nas folhas de M. charantia L
(Fig. 3)- Momordicines eu (eu) e Il estdo isolados e as estruturas deles elucidaram como

3,7,23 — trihydroxycucurbita-5,24- dien — 19 al e seus 23- O-glucopyranoside. A estrutura do



momordicine 11l estava isolada do seu acetato, 23- O — glucopyranoside de 3,7,23 —
trihydroxy-24-oxocucurbita-5,25-dien-19-al, por espectro e evidéncia bioquimica
(YASUDA et al., 1984).

Me Me

Fig. 3 - Estrutura quimica de momordicinas eu, Il e Il nas folhas de M. charantia L.
Fonte : YASUDA et al., 1984.

M. charantia L, segundo Alonso (1996), apresenta quimicamente taninos, saponinas

triterpénicas (momordicinas eu, Il e 111) Fig. 3, acidos organicos, &cidos graxos e resinas.

Os quimicos hipoglicémicos de M. charantia L. sdo uma mistura de saponinas
esteroidais conhecidas como charantinas, peptideos dependentes de insulina e alcalGides, 0s
quais estdo concentrados nos frutos, que apresentam pronunciada atividade
hipoglicémica/anti-hiperglicémica. Proteinas inibidoras HIV como MRK29 e MAP30 e
lecitinas sdo documentadas. Constatou-se também, a presenca de inibidores de tripsina,
elastase, ciclase guanilada e -glicosidase como D-(+) trealose (GROVER, YADAV, 2004).

O extrato alcodlico das folhas desta planta mostrou atividade hipoglicémica, isto é,
uma acao que impede a elevacdo do teor de aclcar no sangue, ou seja, antidiabetogénica
(LORENZI, MATOS, 2002).

Muitos componentes tém sido identificados em extratos de frutos de M. charantia L,
0 suco demonstra ser um estimulador no armazenamento de glicogénio pelo figado e
secrecdo de insulina pelo isolamento das ilhotas de Langerhans. A atividade hipoglicémica
tem sido encontrada tanto em humanos normais como em diabéticos (tipo 1 e 2), sugerindo

que os frutos mimetizam a agéo da insulina em humanos (RAZA et al., 1996).

O efeito gastroprotetor de algumas plantas medicinais tem sido atribuido a presenca

de constituintes como: flavonoides, triterpendides, taninos e esteroides. Extratos obtidos de



frutos e de folhas de M. charantia L quando administrados por via oral inibiram as lesfes
gastricas induzidas por etanol, conferindo gastroprotecdo. A presenca de esterdides
detectada em suas folhas tem sido relacionada ao seu potencial antioxidante (LEITE,
NUNES-PINHEIRO, CAMPELLO, 2005).

A atividade anti-helmintica das folhas de M. charantia L. ap0ia seu uso contra
problemas gastrintestinais, os estudos sugerem que os glicosideos triterpénicos, bem como
momordicinas | e Il sejam os principais agentes nematicidas apresentando, também,
atividade hipoglicemiante nas folhas e nas sementes (BELOIN et al., 2005;
CARRINCONDE et al., 1995; DINIZ et al., 2006).

O extrato etandlico das folhas de M. charantia L. apresentou um efeito bastante
promissor como alternativa de tratamento da dermatofitose provocada pelo Microsporum
canis em coelhos jovens (BRAGA et al., 2007).

O extrato das folhas de M. charantia L. apresentou atividade antifingica frente a
cepas do género Candida da cavidade bucal (MACENA et al., 2005).

Prabakar, Jebanesan (2004), estudaram a atividade larvicida do extrato das folhas de
cinco cucurbitaceas, dentre elas M. charantia L. sobre estagio L3 de Culex quinquefasciatus,
vetor da filariose na India, resultando em mortalidade larval apds 24 horas de exposicéo ao
extrato, potencializando o uso como um promissor bioinseticida, apoiando os estudos “in

vitro” para o desenvolvimento de novas formulagdes alternativas com plantas.

Vasconcelos et al., (2007) em estudo realizado para avaliar um unguento contendo o
extrato hexanico das folhas de M. charantia L. nas concentragdes de 10 a 205 mg
demonstrou ser eficaz no processo de regeneracdo de lesdo cutdnea em coelhos. A atividade
antioxidante “in vitro” do extrato hexanico de suas folhas pelo método de varredura do

radical livre DPPH, demonstrou ser eficaz na captacéo desse radical.

Estudos toxicoldgicos realizados com extratos das folhas de M. charantia L

demonstraram atividade genotdxica sobre fungo Aspergillus nidulans (RUIZ et al., 1996).

Em um estudo com administracdo oral do infuso de folhas dessa planta, observou-se
que em suinos ndo houve indicacdo de efeito toxico; no entanto, em ratos particularmente,
os resultados relacionados aos niveis de uréia e creatinina séricos, e aos niveis de creatinina
urinaria, mostraram uma possivel alteracdo a nivel renal e de vias biliares (DINIZ et al.,
2006).



O extrato aquoso desta planta, perde completamente sua atividade inibitoria contra
Candida albicans e Cryptococcus neoformans apos fracionamento. Esta atividade €
provavelmente atribuida as proteinas, conhecidas por terem propriedades hiperglicémicas,
antitumor, antileucémica e antiviral, como as lecitinas (MAP 30), peptideos napin-like
inativadores de ribossomos (charantina), inibidores de tripsina (mormocharina MCTI-I, II,
[1l, e mormocharina) e inibidores de elastase (MCEI-I, 11, 1Il e V) presentes no extrato
aquoso deste vegetal e perdido apos a separagdo do precipitado do sobrenadante. Assim, se 0
extrato aquoso total apresenta atividade, essa atividade vem do precipitado, pois o
sobrenadante nao apresenta atividade (SCHMOURLO et al., 2005).

3.4 - TOXICOLOGIA

A organizagdo mundial de salde (OMS) 1999, na declaracdo de 1978, abriu a
possibilidade de um dialogo entre os métodos tradicionais e os modernos, de cuidados com a
salude, num entendimento de que praticas médicas inseguras devem ser eliminadas e

somente aquelas seguras e eficazes devem ser consideradas.

As pesquisas realizadas para avaliagdo do uso seguro de plantas medicinais e
fitoterapicas ainda sdo incipientes, assim como o controle da comercializacdo, nas feiras,
mercados plblicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA JUNIOR, PINTO, MACIEL,
2005).

A determinacdo da toxicidade aguda de uma substancia é extremamente importante,
principalmente considerando o uso indevido pela populacdo. Um grande nimero de plantas
tem sido utilizado pela populacdo em razdo dos seus efeitos terapéuticos. A grande maioria
dos estudos realizados com espécies brasileiras aborda apenas aspectos botanicos e quimicos
(GARCIA, 2007).

3.5-LASER

Laser significa "amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radiacdo” do inglés
"Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation” (MAILLET, 1987,
PINHEIRO,1988; PINHEIRO, FRAME, 1991; BRUGNERA JUNIOR, VILLA,
GENOVESE, 1991; PONZI, 1997).

O desenvolvimento do Laser teve seu inicio a partir de 1917, quando Albert Einstein
estudou a emissdo estimulada de radiagdo, o qual descreveu a interacdo de 4tomos, ions e

moléculas, na absorcdo e emissdo espontanea de energia eletromagnética. Baseado nos



principios termodindmicos imaginou aquilo que viria a ser o terceiro processo de interagao:
A emissdo estimulada de radiacdo que deveria existir em cada elétron que emite luz, em uma
frequéncia especifica: o féton. Em 1958, Shawlow, Townes sugeriram que 0S principios
basicos da amplificacdo por emissdo estimulada de radiacdo poderiam ser aplicados a
amplificacdo da luz Laser (NICCOLI FILHO et al., 1993).

Porém, s6 em 1960, um fisico da Hughes Research Laboratories, Theodore Maiman,
em Malibu, na California, concretizou a teoria formulada por Einstein; construindo o Laser
de rubi. Em 1965, Sinclair e Knoll desenvolveram outro tipo de Laser, agora ndo mais com
efeito de corte e, sim, de bioestimulacdo dos tecidos, conhecidos inicialmente como soft
laser (BRUGNERA JR., VILLA, GENOVESE, 1991; PONZI, 1997).

O uso clinico e pesquisas dos Lasers nao-cirdrgicos nos dias de hoje devem-se
muito aos trabalhos iniciados na Hungria por Endre Mester no final da década de 60, de
forma que atualmente a terapia Laser é usada em todo o0 mundo para tratar lesdes do sistema
musculoesquelético (artrite reumatdide, artrose, periartrite, tendinite) (MESTER et al., 1968;
MESTER et al., 1974).

No Brasil, a introducdo da tecnologia Laser foi bastante tardia, em comparagédo
com outros paises da Europa e Estados Unidos. Os trabalhos pioneiros nesta area remontam
a segunda metade da década de 80 e foram realizados por Duarte, Brugnera, Aun, Watanabe,
Genovese, além de outros pesquisadores em Sdo Paulo. Posteriormente, trabalhos na érea
foram publicados por Silveira e colaboradores em Belo Horizonte, e Pinheiro, Ponzi, Gerbi e
Limeira em Recife dai, surgindo o Centro de Laser do Curso de Odontologia- UFPE
(PINHEIRO, 1998).

Varias classificacdes tém sido propostas para os diversos tipos de Lasers. Brugnera
Junior, Pinheiro (1998) preferem uma classificacdo mais ampla, na qual os Lasers sdo
divididos em trés grandes grupos: os Lasers ndo-cirurgicos, ou LILT ( Low-Intensity Laser
Treatment), os Laser cirargicos ou HILT (Hight-Intensity Laser Treatment) e os SLAT

(Selective Laser Treatment).

Os Lasers, por sua vez, podem ser ainda classificados de acordo com o seu
funcionamento, ou seja, quanto & forma de emissdo da radiacdo em continuos (CW),
pulsateis (P) e Q-switched, e ainda, com a natureza do seu meio ativo em sélido, liquido,
gasoso e misto (PINHEIRO, FRAME, 1992; BRUGNERA JUNIOR, PINHEIRO, 1998).



Os Lasers usados na Biomedicina podem ser divididos em dois grandes grupos: 0s
Lasers de corte, usados com propoésitos ablativos, tém como vantagens: boa hemostasia,
reducdo do edema pouca contracdo e pouca formacao de cicatriz e os Lasers ndo-cirdrgicos
(terapéuticos) (PINHEIRO, FRAME, 1992).

Os Lasers cirargicos podem ser usados no tratamento de uma variedade de
patologias da cavidade bucal que necessitem de uma intervencdo cirurgica (PONZI, 1997;
BRUGNERA JUNIOR, PINHEIRO, FRAME, 1998; BRUGNERA JUNIOR et al., 2003).

O Laser ndo-cirurgico foi introduzido como modalidade terapéutica, e passou a ser
usado para experimentos em animais e humanos. Os experimentos em animais a partir de
cicatrizacdo de feridas foi foco dos efeitos do Laser ndo-cirurgico de He-Ne e do Laser
diodo IR (infrared) sobre a regeneracdo do tecido conjuntivo (LOEVSCHALL,
ARENHOLT, 1994).

Os Lasers tém sido usados para produzir efeitos biolégicos e bioquimicos positivos no

processo de regeneracdo de tecidos. Segundo CATONE (1997) e COLLS (1984).

O raio Laser € um raio de luz, portanto, caracteriza-se primariamente por cor e
intensidade. O que torna o Laser diferente da luz comum sdo caracteristicas e propriedades
importantes, tais quais: ser uma fonte de luz monocromatica, que pode atingir alta intensidade, ser
coerente e com brilho intenso, assim como unidirecional. Cada uma destas propriedades, em
separado ou em conjunto, possibilita aplicacdes especificas e de grandes resultados na area
biolégica (ALMEIDA-LOPES, 2004).

Por ser uma forma de energia ndo-ionizante, ao contrdrio de outras formas de radiacdo
usadas terapeuticamente, tais como raios X, Gama e néutrons, a radiacdo Laser é n3do invasiva e
muita bem tolerada pelos tecidos. (Pinheiro, Frame, 1992; Ponzi, 1997; Brugnera Junior,
Pinheiro, 1998; Brugnera Junior et al., 2003; Gutknecht, Eduardo, 2004). O Laser é visivel ao olho
humano na faixa de 400 a 700 nm (Fig. 4).
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Fig. 4 — Espectro de luz visivel ao olho humano

A diferenca entre os varios tipos de lasers é dada pelo comprimento de onda e pela
poténcia. Quanto menor o comprimento de onda, maior sua acdo e poder de penetracdo. Sua
poténcia € expressa em watts (W), variando de deciwatts a megawatts e a energia medida em
Joules por centimetro quadrado (J/cm?) sendo igual & poténcia multiplicada pelo tempo de
aplicacdo (PONZI, 1997; ROCHA, 2004).

Os equipamentos de Laser emitem energia (joule = J) em forma continua (CW), como
por exemplo, os lasers Hélio-Neonio, ou de forma pulséatil ou intermitente (P), como o Laser de
Arseneto de Gélio. A emissdo intermitente concentra a energia num periodo muito reduzido
seguido de um periodo maior de ndo-emissdo. A poténcia de emissdo indica-nos a energia
emitida em um segundo (s), e sua unidade é o Watt (W) (BRUGNERA JUNIOR, PINHEIRO,
1998).

O Laser diodo é um chip semicondutor que funciona como um diodo elétrico. A
regido ativa do diodo lembra um “sanduiche” de materiais semicondutores diferentes. Na
maioria dos semicondutores a energia € liberada na forma de calor, porém, em materiais
como o Gélio, o Aluminio e o Arsénio, a energia € liberada na forma de fo6tons
(BRUGNERA JUNIOR, PINHEIRO, 1998).

O Laser é utilizado para bioestimulagdo dssea em diversos campos na Odontologia,
nos casos de fraturas ndo so acelera o tempo de cicatrizagdo como também melhora sua
qualidade. Nestes casos a dosimetria é de 2,5 a 4 J/cm? sobre a regido da fratura, em sessoes
dia sim, dia ndo, com duragé@o de uma a duas semanas (BRUGNERA JUNIOR et. al., 2003).

Apesar de diversos trabalhos terem demonstrado o efeito estimulante da Laserterapia

(LLLT) sobre a cicatrizagdao de feridas em tecidos moles e no reparo 6sseo “In vivo” e “In



vitro” (Mester et al., 1971; Kana et al., 1981; Osawa et al., 1998; Pinheiro et al., 2001,
Torricelli et al., 2001; Gerbi et al., 2003), consideram que s&o necessarios mais estudos nesse
sentido, pois a biomodula¢do em humanos ainda é controversa, bem como também em alguns
estudos experimentais. A maioria dos autores afirmou que a energia a ser depositada num
tecido por unidade de superficie deve situar-se entre 1 e 6 J/cm?, levando-se em consideracéo
0 tipo de patologia, a profundidade da leséo, seu tempo de duragdo, o tipo de tecido, a idade
do paciente e a sua condig&o sistétmica (BRUGNERA JUNIOR, 1998).

A coeréncia da luz Laser perde-se nas primeiras camadas da pele, devido ao fenémeno
da dispersao da luz, antes que se produza a absor¢édo dos fétons por croméforos (componentes
celulares, que podem refletir ou absorver a energia Laser) como a melanina, hemoglobina,
citocromo oxidase, entre outros, € nao ¢ essencial “in vivo”, como demonstraram. Os efeitos
bioldgicos do LLLT também dependem da fase de crescimento celular no momento da
irradiacdo (LOEVSCHALL, ARENHOLT, 1994).

A maioria dos autores afirmou que a energia depositada num tecido por unidade de
superficie deve situar-se entre 1 e 6 J/cm? sendo porém o clinico que devera definir a
dosimetria para cada paciente levando-se em consideracéo o tipo e a profundidade e o tempo
de duracdo da lesdo, assim como o tipo de tecido e da idade e condicdo sistémica do
paciente entre outros (MESTER et al., 1974; COLLS, 1984; PONZI, 1997).

As dosimetrias foram descritas em fungdo do efeito desejado da seguinte forma:
Antialgico de 2 a 4 J/cm? ; Antiinflamatério de 1 a 3 J/cm?; Regenerativo de 3 a 6 J/cm?;
Circulatério de 1 a 3 J/cm?. A dosimetria diz respeito & unidade de superficie irradiada e ndo
a totalidade de irradiacdo do paciente nem da lesdo independente (COLLS, 1984; PONZI,
1997; PINHEIRO, 1998; ALMEIDA-LOPES, 2004).

O laser pode provocar a liberacdo de substancias pré-formadas como a histamina,
serotonina e bradicinina, bem como modificar reacdes enzimaticas normais, tanto
acelerando como retardando essas reacdes. A radiacdo laser proporciona aumento na
producdo de ATP, o que promoveria um aumento na eficiéncia da bomba sddio-potéssio,
com isso a diferenca de potencial elétrico existente entre o interior e o exterior da célula é
mantida com melhores resultados (ROCHA, 2004).

Em uma ferida cicatrizando por primeira intencdo a fibrina, epiderme, neovasos e
matriz extracelular contribuem na forga de tensdo inicial, porém a sutura é a principal

responsavel por manter os bordos justapostos. Entre 24 e 48 horas a epiderme atravessa o



defeito, na sequéncia ha proliferacédo fibroblastica e de colageno com significativo aumento
na forca de tensdo. No estudo do laser de baixa poténcia obtém-se regeneracdo epitelial,
aumento de colageno, neovascularizacéo e forca de tensdo aumentada em feridas irradiadas
quando comparado as isentas de tratamento laser (TARTARUNAS, MATERA, DAGLI,
1998).

O Laser Er: YAG (Erbium: Yttrium Aluminum Garnet) conduz a uma progressao
rapida do processo de cicatrizacdo com reepitelizacdo completa da epiderme, auséncia de
processo inflamatério agudo e presenca de fibroplasia ja no sétimo dia de cicatrizacédo
(NORONHA et al., 2004).

Classicamente os lasers apresentam dois tipos de efeitos nos organismos vivos: um
efeito de remocdo tecidual e um efeito bioestimulativo. Estudos clinicos anteriores
apontaram para alguns efeitos positivo da terapia laser ndo-cirdrgica dentre outras: reducao

da dor aguda e cronica, reducdo da inflamacéo (PONZI, 1997).



4 - MATERIAIS E METODOS
4.1 — Vegetal

Ap6s aprovagdo (n° 23076011375/2006-11 em 08/08/2006) pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) UFPE (Anexo I), as folhas de M. charantia L. foram
coletadas, pela manha no més de outubro de 2006 em Olinda, entre as coordenadas (7° 59’
23,62 S; 34° 50” 48,23°°0) estado de Pernambuco, Brasil.

A identificacdo boténica foi realizada no Herbario Geraldo Mariz do Departamento de
Botanica/CCB/UFPE, recebendo exsicata n°® 57702 (Anexo I1).

As folhas (900 g), secaram a temperatura ambiente em local arejado. Em seguida
foram pesadas, trituradas em moinho (Harley) (Fig. 5) e submetidas a extracdo por
maceracdo com mistura hidroalcodlica (P.A da Merck) (3:7 v/v) por um periodo de oito
dias. O material foi filtrado e submetido & evaporacéo a vacuo (45 C), para obtencdo do

extrato hidroetanolico (EH). que se constitui de um residuo verde-escuro e higroscépico

Fig. 5 — Folhas trituradas de M. charantia L
Fonte: Ponzi, E. A. C

4.2 - Animais

Foram utilizados 108 (cento e oito) ratos albinos Wistar (Rattus norvegicus), machos,
adultos jovens, de 2 a 3 meses de nascido, pesando de 250 a 340 g. adquiridos no Biotério de
Antibidtico. Os animais foram separados em grupos e mantidos em gaiolas sob condi¢Ges

adequadas de higiene, luz e temperatura, recebendo racdo comercial e 4gua ad libitum. Os



procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as Normas de
Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Os
animais foram selecionados aleatoriamente e divididos em 6 grupos com 18 animais cada,
organizados da seguinte maneira: Grupo | — Controle (creme inerte); Grupo Il — Tratado
(Extrato de M. charantia L); Grupo Ill — Padrdo Cicatrizante (Fibrase); Grupo IV —
Controle (creme inerte) + laserterapia; Grupo V — Tratado (Extrato de M. charantia L) +
laserterapia; Grupo VI — Padrdo Cicatrizante (Fibrase) + laserterapia. Cada grupo foi
dividido em trés subgrupos (A, B, C), com 6 animais cada um. O creme inerte e 0 creme do
extrato foram produzidos no Laboratorio de Farmacognosia do Departamento de Ciéncias

Farmacéuticas — UFPE.

Os animais foram submetidos a anestesia geral, com Xilazina — 50 mg/kg; associada
4 Quetamina-50 mg/kg - IM (De Luca et al., 1996). Os animais, depois de anestesiados,
foram colocados em decubito ventral, e apds a tricotomia foram criadas feridas padronizadas

(0,8 cm de diametro por 0,3 cm de profundidade) Fig. 6.

Fig. 6 - Demonstracdo do procedimento Fig. 7 - Aplicacdo do Extrato (com uma
cirdrgico: incis&o. espatula) diretamente na ferida.

Em cada ferida foi aplicado topicamente e de forma padronizada o creme inerte
(Controle), o Extrato de M. charantia L. (Tratado) e o Padrdo Cicatrizante (Fibrase) por via
topica (Fig. 7). A posologia adotada para o tratamento respeitou intervalos de 24 horas,
durante 07 dias. Aos Grupos IV, V e VI foi aplicada a Laserterapia (AsAlGa — 685 nm).

4.3 - Irradiacéo com Laser

Os animais dos grupos experimentais (1V, V, VI), receberam aplica¢des de radiagédo

Laser de diodo infravermelho com poténcia (P) de 40 mW e comprimento de onda (1) de



685 nm, 16 J/cm?® em emissdo continua (CW), uma a cada 48 horas diretamente na ferida,
sendo que a primeira dose foi ministrada imediatamente apos a cirurgia. O Laser utilizado
foi o Arseneto de Galio e Aluminio (AsAlGa) - Thera Laser — DMC Equipamentos, Sdo
Carlos, SP - Brasil (Fig.8). Os grupos que ndo receberam a irradiacdo Laser, foram
manipulados de forma semelhante aos que a receberam para que pudessem ser submetidos
ao mesmo stress e consequentemente, tiveram as mesmas interferéncias no periodo de
cicatrizacdo e dessa forma os resultados obtidos tivessem 0s mesmos parametros de

comparagao.

Fig. 8. Aparelho Laser diodo IR (AsAlGa) de 685 a 830 nm utilizado
com Fibra Optica acoplada. Fonte: Ponzi, E. A. C

Os animais foram sacrificados no periodo de cicatrizacdo determinado para cada
subgrupo: trés dias (grupo A), sete dias (grupo B) e 14 dias (grupo C). As lesdes foram
seccionadas e encaminhadas para analise histologica. Apos o periodo de fixacdo as pecas
foram submetidas ao processamento pela técnica histologica de rotina e incluidas em

parafina (Fig. 9).



Fig.9 - Pecas em blocos de parafina
Fonte: Ponzi, E. A. C

Os cortes foram realizados em microtomo com espessura de 5 um, semi-seriados de
1/5, e corados pela técnica de Hematoxilina de Harris e Eosina Alcodlica (HE) e analisadas
em macroscopia e microscopia de luz e as imagens foram digitalizadas. As lesdes foram
submetidas a avaliacdo macroscépica diaria, verificando-se 0s seguintes parametros: edema,
hiperemia e presenca de exudato (MARTINS et al., 2003).

5—-RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a distribuicdo do numero de ldminas quanto a intensidade do
infiltrado inflamatdrio polimorfonucleado dos grupos estudados na fase inflamatdria no

periodo de trés dias apds procedimento cirurgico.

Nesta tabela verifica-se que o percentual de laminas com anélise de intensidade
moderada, o qual se descreve com o ideal para esta etapa, foi mais elevada entre as laminas
do grupo tratado com o Extrato (66,66%) do que entre os grupos estudados que foi de
aproximada entre os tratados com fibrase e os controle (33,33% x 33.33%) e comprova-se
diferenca significante entre os grupos (p < 0,05). Utilizando-se testes de comparacdes para
duas proporgdes entre 0s pares de grupos ndo se comprova diferenca significante entre o
grupo controle e o grupo tratado com a fibrase (p = 0,140) e comprova-se diferenca
significante entre controle e extrato (p < 0,001) e entre fibrase e extrato (p < 0,001). Os
grupos de 7 e 14 dias ndo apresentaram diferencas estatisticas no processo de reparo

tecidual.



Tabela 1 — Avaliacdo percentual e classificacdo das laminas quanto ao Infiltrado

inflamatdrio polimorfonucleado na fase inflamatoria dos grupos estudados com 03 dias.

VARIAVEIS | LEVE MODERADO | INTENSO | Valorde p
GRUPOS
Tratado com Extrato 33,33% (n=2) | 66,66% (n=4) | 0 (n=0)
(n=6)
P'=0,014

Controle (n=6) 66,66% (n=4) | 33,33% (n=2) | 0 (n=0)
Padrdo com Fibrase 66,66% (n=4) | 33,33% (n=2) | 0 (n=0)
(n=6)

TOTAL 55,55% (n=10) | 44,44% (n=8) | 0 (n=0)

(*): Diferenca significante a 5,0%.

Através do teste Qui-quadrado de Pearson.

(@):

O comportamento dos grupos tratados nesta fase de cicatrizacdo a despeito do

infiltrado inflamatdério mononucleados aos trés dias do pds-operatério (Tabela 2) apresenta
diferencas estatisticas significantes para todos 0s grupos examinados representando
respectivamente 83,33%, 100% e 83,33% , grupos controle, tratados com extrato e tratados

com fibrase.

Tabela 2 — Avaliacdo percentual e classificacdo das laminas quanto ao Infiltrado

inflamatdério mononucleado na fase inflamatéria dos grupos estudados com 03 dias.

_ VARIAVEIS LEVE MODERADO | INTENSO | Valorde p
GRUPOS
Tratado com Extrato (n=6) | 100 (n=6) 0 (n=0) 0 (n=0)
Controle (n=6) 83,33% (n=5) |17,33% (n=1) |0 (n=0) P'=0,018
Padrdo com Fibrase (n=6) 83,33% (n=5) | 17,33% (n=1) | 0 (n=0)

TOTAL 88,88% (n=18) | 11,11% (n=2) | 0 (n=0)

(*): Diferenca significante a 5,0%.

Através do teste Qui-quadrado de Pearson.

AS

laminas observadas ao sétimo dia experimental

com

(2):

intensidade de

comportamento celular relacionado ao infiltrado mononuclear, nesta etapa do reparo

cicatricial, considerado ideal é moderado. Dos grupos analisados no experimento nao se



observou diferenca estatistica entre 0s grupos controle e tratados com o extrato, todavia para
0 grupo tratado com fibrase, numa analise de grupo por grupo, demonstrou-se diferenca
estatistica considerada, pois ndo apresentou nenhuma ldmina descrevendo este quadro

histologico considerado ideal (Tabela 3).

Dos grupos estudados histologicamente nesta fase aos 14 dias, os resultados mais
significantes observados, em relagdo ao infiltrado inflamatério mononucleado, foram das
laminas do grupo extrato (100%), visto que, a situagdo histopatoldgica desta etapa
transversal do reparo cicatricial considerada como ideal é de intensidade leve. Numa analise
estatistica grupo a grupo para o valor moderado encontramos que diferencas sao observadas
para o grupo fibrase (80%) destacando-se do controle que perfez um percentual de 50% de

laminas com essa intensidade.

Tabela 3 — Avaliacdo percentual e classificacdo das laminas quanto ao Infiltrado
inflamatdério mononucleado na fase inflamatéria dos grupos estudados com 07 dias.

VARIAVEIS LEVE MODERADO | INTENSO Valor de p
GRUPOS

Tratado com Extrato (n=6) | 17,33% (n=1) | 83,33% (n=5) 0 (n=0)

Controle (n=6) 0 (n=0) 100% (n=6) 0 (n=0) P'=0,015
Padrdo com Fibrase (n=6) | 33,33% (n=2) | 0 (n=0) 66,66% (n=4)

TOTAL 16,66% (n=3) | 61,11% (n=11) | 22,22% (n=4)
(*): Diferenca significante a 5,0%. (@:

Através do teste Qui-quadrado de Pearson.

Aos trés dias de reparo tecidual a neovascularizacdo ainda se determina como ideal
de intensidade leve, o que se refletiu particularmente em todas as laminas analisadas,
destacando apenas um discreto aumento de intensidade chegando a moderada em 33,33%

dos estudos em laminas do grupo controle, bem como no grupo fibrase (Tabela 4).

Com sete dias de cicatrizacdo estudos comprovam que as condigdes prefeitas da
neovascularizacdo na fase proliferativa sdo de intensidade moderada para intensa, com
resultados estatisticos observados nestes estudos considerados idénticos, visto que o0s
percentuais do grupo controle, tratados com extrato e padrdo com fibrase foram
respectivamente de 66,66%, 83,33% e 83,33%.

A influéncia do extrato nos grupos tratados € visivel estatisticamente no que se diz

respeito a intensidade da neovascularizacdo aos 14 dias da fase de remodelacdo visto que



80% das andlises se determinaram nesta categoria. Todavia, 0s demais grupos se

diferenciaram estatisticamente no que se diz respeito a intensidade moderada e leve, visto

que as laminas apresentaram esta intensidade (perfazendo 100% de suas amostras).

Tabela 4 — Avaliacdo percentual e classificacdo das laminas quanto ao processo de

neovascularizacdo da fase inflamatoria dos grupos estudados com 03 dias.

VARIAVEIS LEVE MODERADO | INTENSO | Valor de p
GRUPOS
Tratado com Extrato (n=6) | 100% (n=6) 0 (n=0) 0 (n=0)
Controle (n=6) 66,66% (n=4) 33,33% (n=2) | 0 (n=0) P'=0,028
Padrdo com Fibrase (n=6) 66,66% (n=4) 33,33% (n=2) | 0 (n=0)
TOTAL 77,77% (n=14) | 22,22% (n=4) | 0 (n=0)
(1): Através do teste Qui-quadrado de Pearson. *):

Diferenca significante a 5,0%.

No processo de reparo tecidual a fase de colagenizacdo que se realiza na fase
proliferativa na fase inflamatoria se perfaz de maneira leve, aos 3 dias (Tabela 5) foi
observado majoritariamente com 100% de analises para os grupos controle e extrato porém,
no grupo fibrase o aumento de intensidade para moderado foi observado em 33,33% das
amostras o que pode caracterizar a influéncia deste tratamento na colagenizagéo, visto que
se caracterizou no estudo grupo a grupo uma diferenca estatistica significativa, mostrando a

influéncia do extrato.

Tabela 5 — Avaliacdo percentual e classificacdo das laminas quanto ao processo de
colagenizacéo da fase inflamatoria dos grupos estudados com 03 dias.

VARIAVEIS LEVE MODERADO | INTENSO | Valor de p
GRUPOS
Tratado com Extrato (n=6) | 100% (n=6) 0 (n=0) 0 (n=0)
Controle (n=6) 100% (n=6) 0 (n=0) 0 (n=0) P'=0,03
Padréo com Fibrase (n=6) | 66,66% (n=4) 33,33% (n=2) | 0 (n=0)
TOTAL 88,88% (n=16) | 11,11% (n=2) | 0 (n=0)
(*): Diferenca significante a 5,0%. @:

Através do teste Qui-quadrado de Pearson.



Ja na fase proliferativa ocorre uma maior intensidade de atividade de colagenizagédo
descrevendo assim, um grau moderado aos 7 dias (Tabela 6). Nos grupos analisados esta
caracteristica foi considerada pouco significativa estatisticamente para os grupos controle e
extrato (p > 0,05) e discreta diferenca quando comparados 0s grupos com o dos tratados com

a fibrase perfazendo um percentual de 66,66%.

Tabela 6 — Avaliacdo percentual e classificagcdo das laminas quanto ao processo de
colagenizacdo da fase inflamatdria dos grupos estudados com 07 dias.

VARIAVEIS LEVE MODERADO | INTENSO | Valordep
GRUPOS
Tratado com Extrato (n=6) | 0 (n=0) 100% (n=6) 0 (n=0)
Controle (n=6) 17,33% (n=1) | 83,33% (n=5) | 0 (n=0) P'=0,18
Padrdo com Fibrase (n=6) | 33,33% (n=2) | 66,66% (n=4) | 0 (n=0)
TOTAL 17,33% (n=3) | 83,33% (n=15) | 0 (n=0)

(*): Diferenca significante a 5,0%.

(@)

Através do teste Qui-quadrado de Pearson.

Na tabela 7 observa-se que o grupo extrato, aos 14 dias, aproximou-se mais do
considerado ideal para esta fase do reparo cicatricial no que se diz respeito a colagenizacao,
visto que, a mesma pode ser medida como de moderado a intenso. As varidveis de
intensidade moderada do grupo controle e do grupo fibrase se perfizeram estatisticamente

indiferentes (100% e 83,33%) com p > 0,05 e em relacdo ao nivel intenso o grupo extrato se

destacou com percentuais de 50%,visto que, os demais foram nulos (n=0).

Tabela 7 — Avaliacdo percentual e classificacdo das laminas quanto ao processo de

colagenizacéo da fase remodelagdo dos grupos estudados com 14 dias.

VARIAVEIS LEVE MODERADO | INTENSO | Valorde p
GRUPOS
Tratado com Extrato (n=6) | 0 (n=0) 50% (n=3) 50% (n=3)
Controle (n=6) 17,33% (n=1) 83,33% (n=5) | 0 (n=0) P'=0,54
Padrdo com Fibrase (n=6) | 0 (n=0) 100% (n=6) 0 (n=0)
TOTAL 77.77% (n=14) | 22,22% (n=4) | 0 (n=0)

(*): Diferenca significante a 5,0%.

Através do teste Qui-quadrado de Pearson

(2):



Todos os grupos estudados com trés e sete dias, se comportaram quanto a
epitelizacdo nesta fase inflamatdria, em 100% de suas I&minas, com um grau de intensidade
leve e moderada, 0 que era esperado para esta atividade cicatricial.

Na fase final de cicatrizacdo (epitelizacdo 14 dias), destacou-se a influéncia dos
grupos tratados com Extrato no que se diz respeito a variavel de atividade intensa, visto que
a mesma perfez um percentual de 50% de amostras neste grau, frente aos outros grupos
(controle e fibrase) que foram nulos; no grau de intensidade moderada.

As feridas cirurgicas foram observadas diariamente quanto ao grau de retracdo
cicatricial e a presenca de tecido de granulagcdo. Apds trés dias da realizacdo da ferida
cirtrgica, observou-se em todos 0s grupos pequena quantidade de coagulo sobre a sua
superficie, o que mostrou com nitidez vasos sanguineos presentes na profundidade da

hipoderme.

Decorridos sete dias, macroscopicamente as feridas do grupo tratado e do grupo
tratado com laserterapia, exibiram grau de reparacdo superior quando foram comparadas

com as dos grupos padrdo e controle (Fig. 10).

Fig. 10 — Contragdo da ferida: A — Grupo Controle; B — Grupo
Tratado;C — Grupo Tratado com Laserterapia; D — Grupo Padréo
Macroscopicamente observou-se que, no Grupo Tratado com creme EH de M.
charantia L. e laserterapia houve maior retracdo cicatricial e a ferida com 14 dias
apresentou-se quase imperceptivel e presenca de pelos na area da tricotomia (Fig. 11).



Fig. 11 - Observeigéo macroscépica animal tratado com creme
EH de M. charantia L.e laserterapia: A — Imediatamente ap0s
a cirurgia; B — com 3 dias; C — com 7 dias; D — com 14 dias.
Nos cortes histoldgicos avaliou-se a intensidade da REACAO INFLAMATORIA -
Infiltrado inflamatério polimorfonucleado, Infiltrado inflamatério mononucleado (leve,
moderado e intenso); da FASE PROLIFERATIVA — Neovascularizacdo e Colagenizagédo
(leve, moderado e intenso); e do grau de EPITELIZACAO (leve, moderado e intenso).

O estudo histolégico mostrou que no 3° dia do pds-operatdrio, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos de acordo com o protocolo de observagdo estabelecido, exceto
o grupo | e Il (Anexos 4A, B; 5C; 6A) que apresentou uma resposta inflamatoria menos

pronunciada que os demais grupos.

No 7° dia quanto ao grau de epitelizacdo, ndo houve diferenca significativa nos grupos
V e Il (Anexos 10B; 8B) apresentando melhor epitelizagdo, seguidos dos grupos VI e lll
(Anexo 11B; 5A) Nos grupos IV e | (Anexo 6B, C) a maioria dos animais apresentou reagdo
inflamatoria leve e quanto ao tipo de reacdo inflamatoria, todos os cortes histologicos

apresentaram reacao do tipo agudo-cronica.

A célula predominante da reacdo inflamatéria em todos os cortes dos grupos foi o
neutréfilo. O grupo V teve uma melhor neovascularizacdo do que os demais grupos.

Em relacdo ao tecido de granulacdo, o grupo V apresentou menor quantidade quando

comparado aos demais grupos no 14° dia.



No 14° dia, quanto a epitelizacdo, os grupos | e 11l (Anexo 7A; 5B) apresentaram
epitelizacdo leve, enquanto os grupos V e Il (Anexo 10C; 8C, 9A, B, C) apresentaram
epitelizacdo intensa e moderada e os grupos V1 e IV (Anexo 11C) apresentaram moderada e

leve.

O grupo Il com trés dias, apresentou moderado infiltrado inflamatorio,
predominantemente formado por células polimorfo nucleares, significando uma reacgéo
inflamatdria aguda compativel com o periodo de dias apés a realizacdo da ferida. No tocante
ao conteudo das células inflatorias crénicas observou-se pouca quantidade de células, bem
como, uma leve neoformacdo vascular e formagéo de colageno, também néo foi observado
epitelizacdo superficial na regido da ferida (Anexo 4A, B; 5C). Com sete dias ja houve a
total epitelizacdo com fechamento total da ferida (Anexo 4 C; 5 A). Houve uma intensa
colagenizacdo, a ferida foi totalmente fechada e observou-se uma quantidade moderada de
vasos neoformados, bem como, uma quantidade moderada de células inflamatdrias cronicas,
caracterizando o tecido de granulacdo remanescente. Entretanto, nos tecidos viam-se

escassas células inflamatorias polimorfo nucleares.

Ja com 14 dias, o grupo V apresentou epitelizagdo completa e completo fechamento
dos espagos, colagenizacdo completa, restando poucas areas preenchidas por tecido de
granulacdo (Anexo 10A, B, C). Na cicatrizacdo observa-se tecido fibroso jovem com

presenca de espacos vasculares em quantidade moderada.

No grupo II, trés dias (Anexo 8A), ndo se observa epitelizacdo da ferida, também a
colagenizacdo é muito leve, leve neovascularizacdo sem haver formacdo de tecido de
granulacdo, as células inflamatorias cronicas sdo poucas. Quantidade moderada de células
inflamatorias polimorfo nucleares caracterizando uma reacao inflamatéria aguda. Com sete
dias vemos a resolucdo do fechamento da ferida, porém néo ha total epitelizacdo (Anexo 8B)
onde se observa intensa neovascularizacdo com boa quantidade de tecido de granulacao, rico

em células mononucleadas e vasos neoformados.

Com 14 dias, o grupo Il (Anexo 8C, 9) apresentou total epitelizagcdo, também uma
colagenizacéo satisfatoria, proliferacdo de fibroblasto e uma quantidade, também moderada,

de tecidos de granulacéo, tecido fibroso jovem e espacos vasculares neoformados.

Quanto a intensidade do colageno no grupo V, 7 e 14 dias (Anexo 10B, C) parece estar

num grau mais elevado de maturacdo, seguido dos grupos Il e VI. Quanto a reacdo



inflamatdria, todos os grupos apresentaram reacdo inflamatéria minima, sem diferenca

significativa entre os grupos.



6 — DISCUSSAO

Os lasers de baixa intensidade aceleram o processo de cicatrizacdo de tecidos moles,
alterando o comportamento de varias células presentes nos processos reparativos
aumentando a formacdo vascular, a producdo de colageno, de fibroblastos e de tecido
epitelial (PONZI, 1997; TARTARUNAS, MATERA, DAGLI, 1998; NORONHA et al.,
2004; BOURGUIGNON-FILHO, 2005; ROCHA JUNIOR et al., 2006).

A terapia laser de baixa intensidade produz ainda, efeitos analgésicos e
antiinflamatérios (Gerbi, 2001; Limeira Janior, 2001). Neste estudo observou-se que as
lesGes cirdrgicas submetidas ao tratamento com laser de baixa intensidade, quando
comparadas com as leses do grupo controle mostraram um processo de reparacdo tecidual

mais evoluido e com maior velocidade de migracéo epitelial.

O laser de baixa poténcia otimiza o processo cicatricial apds o ato cirargico nas
dosagens de 2 e 4 Jlcm? numa Unica radiacdo (Tartarunas, Matera, Dagli, 1998)

corroborando com os resultados desta pesquisa onde foram usados 4 J/cm?.

A respeito da terapia Laser ndo-cirdrgico (TLNC), (Pinheiro, Frame, 1992; Ponzi,
1997; Brugnera Junior, Pinheiro, 1998; Gerbi, 2001; Limeira Janior, 2001), relataram que a
mesma, pode alcancar excelentes resultados no pés-operatdrio, tais quais: a reducdo da
inflamacdo, a reducdo da dor e aceleracdo do periodo de cicatrizacdo das feridas cirargicas,

como foi comprovado nesta pesquisa.

Tartarunas, Matera, Dagli, 1998; Noronha et al., 2004; Bourguignon-Filho et al.,
2005; Rocha Junior et al., 2006, relataram que os lasers de baixa intensidade aceleram o
processo de cicatrizacdo de tecidos moles, alterando o comportamento de varias células
presentes nos processos reparativos aumentando a formacgdo vascular, a producdo de
colageno, de fibroblastos e de tecido epitelial. Gerbi, (2001) e Limeira Janior, (2001)
concordaram quando citaram que, a terapia com laser de baixa intensidade promove efeitos
analgésicos e antiinflamatorios. Bourguignon-Filho et al., (2005) acrescentaram que a
contribuicdo do laser de baixa intensidade no processo de cicatrizacdo de tecidos moles ¢
observada com o aumento de formac&o vascular, da producéo de colageno, de fibroblastos e

de tecido epitelial.

Almeida-Lopes (2004), em seus estudos, na reparagdo de tecido mole,

recomendaram, preferencialmente, o uso de comprimentos de onda emitidos no visivel, ja



que o fibroblasto, principal célula envolvida nesse processo, responde melhor a esse
espectro de luz. Entretanto, o laser infravermelho também poderé ser utilizado nesses casos.
Rocha (2004) frisou que a espessura da camada tecidual a ser atingida dependera do tipo de

laser, da poténcia usada e do tempo de aplicacdo.

Brugnera Junior, Pinheiro (1998) citaram que a absorcdo da luz Laser pelo tecido
pode resultar em quatro processos: fotoquimico, fototérmico, fotomecénico e fotoelétrico, e
que a bioestimulacdo Laser, é de natureza fotobioldgica, logo pode ser explicado como um
fendbmeno de tal natureza que envolve a cadeia respiratoria mitocondrial, induzindo

mudancas nos niveis do AMPc.

Genovese, Brugnera Junior, Villa (1992) acrescentaram que a radia¢do do Laser ndo-
cirdrgica absorvida pelos tecidos pode atuar de duas formas. Primeiro atraves de efeitos
bioquimicos, estimulando a liberacdo de substancias, como por exemplo, histamina,
serotonina, bradicinina e heparina; segundo, modificando reacdes enzimaticas normais, tanto

no sentido de excitacdo quanto de inibicao.

Ao final do experimento que durou 14 dias, as feridas experimentais com e sem
laserterapia, mostravam, clinicamente, completa reparacdo, fato este também observado por
(SIMOES, UZUNIAN, MORA 2003).

Na analise comparativa das feridas, observamos que as dos Grupos V e Il mostraram
cicatriz com caracteristicas mais satisfatorias, logo, menos evidentes e imperceptiveis,
quando comparadas com as dos grupos VI, Il e IV. Este fato comprova os achados de
outros autores, o que entendemos, caracteriza ainda mais os efeitos positivos deste grupo

tratado.

Na analise dos resultados obtidos observamos que do ponto de vista clinico e
histoldgico, as feridas dos grupos V e Il, mostraram processo de reparagdo mais evoluido,
caracterizado por maior contracdo da ferida e velocidade de migracédo epitelial. Em nivel de
tecido conjuntivo, observou-se maior velocidade da evolugdo do quadro inflamatério agudo
para 0 cronico, além de elevada proliferacdo fibroblastica, com formacdo de tecido

conjuntivo bem desenvolvido e rico em fibras colagenas.

Na anélise clinica das feridas do grupo I, 0 processo de reparacdo se mostrou mais
evidente que o das outras feridas, corroborando com os resultados de (MESTER et al., 1968;
VEJROSTA et al., 1975; KANA et al., 1981).



A avaliacdo macroscopica foi realizada diariamente até o 14° dia. Nesse estudo foi
observado que as lesGes teciduais experimentais nos grupos padrédo e tratado com o EH de
M. charantia L. apresentaram melhor regeneracdo. Braga et al., (2007), comprovaram que
0s grupos tratados com EH, apresentaram uma evolucéo cicatricial mais precoce em relagdo
ao controle. No decorrer de toda a investigacdo observou-se que os sinais de inflamacéo
apareceram: edema e rubor. Nos animais tratados com unguento associado ao extrato
etandlico, contatou-se moderada exudagdo a partir do quarto dia permanecendo até o ultimo
dia analisado (14° dia) divergindo do nosso experimento quando no 14° dia os pelos dos

animais ja estavam formados apresentando uma perfeita regeneracdo tecidual.

A atividade imunomoduladora e cicatrizante de muitas plantas medicinais sé&o
atribuidas a diferentes principios ativos. Vasconcelos et al., (2006), consideraram que s&o as
substancias esteroidais as responsaveis por tal acdo no extrato das folhas de M. charantia L.
Desta forma, as acdes do extrato hexanico das folhas de M. charantia L. pode ser atribuida

as substancias ativas esteréidais.

No inicio da fase de remodelagdo, que corresponde aos grupos analisados, no 14° dia
neste experimento, observou-se uma reducdo no numero de células mononucleares,
fibroblastos e vasos sanguineos justificando-se a mudanca de fase do processo inflamatorio,
isto €, da fase de proliferacdo passa-se para a fase de remodelamento, onde h& aumento de
colageno e reducéo de células e vasos corroborando com os resultados deste trabalho.

Sendo que, nos trabalhos de Vasconcelos (2006),Vasconcelos et al., (2007) e Braga et
al., (2007) os grupos experimentais tratados com creme a base de extrato hidroetandlico.
Essa reducdo acelerou a reparacdo tecidual na fase tardia da reacdo inflamatdria,
possibilitando o alcance da fase de remodelamento mais precocemente que os demais
grupos. Neste mesmo intervalo de tempo, o leito da ferida apresentou-se totalmente
preenchido pelo tecido de granulacdo o que foi evidenciado também na pesquisa de Gurbuz
et al. (2000), onde aparecia uma rede capilar em franca regeneracdo. O tecido de granulacéo
vem sendo enriquecido com mais fibras colagenosas e comeca a adquirir a aparéncia de
massa fibrdtica caracteristica da cicatriz. As etapas do processo de cicatrizacdo foram
observadas no presente trabalho tanto nas lesdes tratadas com os extratos hidroetanélico de
M. charantia L. como nas ndo-tratadas, com e sem aplicacdo da laserterapia, conforme os

dias analisados.



7 - CONCLUSAO

Diante da metodologia empregada e da analise dos nossos resultados, podemos

concluir:

1 - O extrato hidroetandlico de Momordica charantia L. mostrou-se eficaz no processo

de cicatrizacdo de feridas.

2 - Houve uma excelente atividade antimicrobiana do extrato hidroetanolico de M.
charantia L. frente as linhagens estudadas de Staphylococcus aureus; S. epidermidis;
Candida albicans e C. tropicalis.

3 - O extrato bruto hidroetanélico das folhas de M. charantia L ndo causou letalidade,

ao ser administrado por via oral em nenhuma das doses utilizadas.

4 — O efeito do Laser 685 nm no extrato hidroetandlico de Momordica charantia L
mostrou resultados muito positivos, caracterizado pela aceleragdo da proliferacdo tecidual,
aumento da vascularizacdo local e formacdo de um tecido de granulacdo mais organizado, o

colageno parece estar num grau mais elevado de maturacao.

A M. charantia L apresenta-se como meio alternativo eficaz na cicatrizagao de feridas,
por ser de facil aquisicdo e baixo custo, o que serd de grande valia para a populacdo de

menor poder aquisitivo, justificando seu desenvolvimento tecnolégico farmacéutico.

Podemos concluir que ha& necessidade de novos estudos (principalmente com a
utilizacdo da Laserterapia em fitoterapicos, por esta pesquisa ser pioneira), procurando
enfatizar com maior controle metodolégico, os diferentes aspectos capazes de oferecer
maior sustentacdo biologica para os resultados pré-clinicos ja& demonstrados em nosso
trabalho, o que possibilitard a inclusdo desta (Momordica charantia L.) em uma proxima

avaliacdo pelo Ministério da Salde na lista de plantas que poderdo ser usadas como

medicamentos fitoterapicos pelo SUS.
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RESUMO: A Momordica charantia L., conhecida popularmente como Meldo de S&o
Caetano, pertencente a familia das Cucurbitaceae, é uma planta tropical, de crescimento
rapido, comum em terrenos abandonados e que apresenta efeito medicinal comprovado para
o tratamento de vérias afeccdes de origem microbiana. HA muitos anos tém-se estudado
varias formas de controle e erradicacdo das doencas causadas por microorganismos
infecciosos através de agentes antimicrobianos, variando em suas acOes, aplicacGes e
eficacia, porém o uso abusivo e indiscriminado de antibidticos na pratica clinica humana
tem um efeito seletivo no surgimento e manutencdo de resisténcias a drogas. O extrato
hidroetandlico da espécie vegetal M. charantia L. foi testado “in vitro” apresentando
atividade antimicrobiana significante em linhagens de Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Candida albicans e C. tropicalis com concentracdo do extrato bruto de 100
mg/mL, sugerindo a utilizagdo desta planta como meio alternativo de baixo custo no
tratamento das afeccBes da boca, justificando seu desenvolvimento tecnoldgico
farmacéutico.

Unitermos: Atividade Antimicrobiana, Momordica charantia L, extrato vegetal.

ABSTRACT: The Momordica charantia L., Cucurbitaceae plant family, is a tropical plant, fast-growing, and common in abandoned land,
which has proven medicinal effects for the treatment of various diseases of microbial origin. It has been Many Yyears since
researches have been studying various forms of control and eradication of diseases caused
by infectious organisms through antimicrobial agents, ranging in their actions, applications
and efficacy, but the indiscriminate use of antibiotics in human clinical practice has a

selective effect on emergence and maintenance of resistance to drugs. The aqueous ethanol extract of the plant species M. charantia L.
was tested “in vitro” showing significant antimicrobial activity in strains of Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Candida albicans and C.
tropicalis concentration of crude extract of 100 mg/mL, suggesting that the use of this substance is an alternative for low-cost treatment of diseases
of the mouth, justifying its technological development pharmacist.

Uniterms: The Antimicrobiana Activity, Momordica charantia L., vegetal extract.
INTRODUCAO

A partir de uma perspectiva historica, a producdo de medicamentos e o tratamento
farmacologico de diversas doencas tiveram seu inicio com o uso de plantas medicinais. Em
1800, quando a medicina entrou na era cientifica, a medicina tradicional que utilizava as
plantas era considerada base inquestionavel para todos os livros-texto classicos de
farmacologia®?.

Os Chineses, Egipcios, Indus e Gregos foram os primeiros a catalogar as ervas
medicinais, classificando-as de acordo com sua forma, cor, sabor e aroma, incluindo,
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também, suas ligacBes com os astros e com os atributos magicos®. O conjunto de dados a
respeito das plantas foi sendo passado por diversas geracdes e melhorando cada vez mais
através da incorporagdo de outras ervas, assim como as técnicas de utilizacéo™.

Desde a antiguidade, 0 homem tem utilizado as plantas para o tratamento de diversas
doencas, com a evolugdo da ciéncia e dos métodos de analise as plantas com atividades
terapéuticas comecaram a ser estudada sob o ponto de vista quimico®.

A M. charantia L. é uma planta muito utilizada na medicina popular por suas
atividades antitumoral, hipoglicémica, vermifuga, antibacteriana, anti-helmintica®>°.

Com o alto custo dos medicamentos e a baixa condi¢do financeira de 80% da
populacdo mundial, as plantas voltaram a ser um importante aliado nos servicos de saide. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), reconhecendo essa realidade langou, em 1972, um
incentivo a chamada Medicina Tradicional, em que a Fitoterapia se destaca como uma das
praticas mais importantes. Em qualquer caso, o aproveitamento adequado das ervas
medicinais depende de varios fatores: Plantio, Coleta, Secagem, Armazenamento e Forma
de Preparo®’.

O Staphylococcus aureus é um patégeno em potencial e pode ser encontrado na
regido da orofaringe e nas fossas nasais, sdo agentes responsaveis por infeccbes de
ferimentos e representam a terceira causa mais comum de infeccio hospitalar®.

A andlise da resisténcia estafilocdcica a agentes antimicrobianos tem revelado trés
mecanismos bioquimicos principais que se constituem por: inativacdo de antimicrobianos
através de enzimas que modificam ou hidrolisam estes agentes, por alteracdo dos receptores
alvo, seja em decorréncia da aquisicdo de um alvo com reduzida afinidade ao
antimicrobiano devido a aquisicdo de enzimas que posam converter o alvo nativo seja
atraves de mutacdo de genes que codifiquem este alvo e, finalmente, por um acesso limitado
dos antimicrobianos®.

MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laborat6rio de Micologia do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB).

Para a realizacdo dos ensaios microbioldgicos foram selecionados espécimes de
microorganismos de origem clinica, registradas no Laboratério de Micologia do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPB, bem como, cepas padrfes de origem
ATCC: Staphylococcus aureus (ATCC-25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-9028),
Staphylococcus epidermidis - MH, Escherichia coli - LM, Aspergillus flavus (FCF-126),
Trichophynton rubrum (ATCC-2812), Microsporum canis (LM-003), Microsporum
gypseum (LM-002), Penicillium spp (FCP-281), Candida albicans (ATCC-90028), Candida
tropicalis (LM-13) e Aspergillus niger (LM-05).

Método de difusdo em meio so6lido: utilizado na determinacdo do “screening” da
atividade antimicrobiana dos extratos de M. charantia L. contra bactérias e fungos de
colecdo: em placas esterilizadas, foi depositado 1 mL da suspensdo de cada microrganismo
teste, preparada em solugéo fisioldgica a 0,85% padronizada pelo tubo de 0,5 na escala de
McFarland e ajustada para 90% T (530 nm), correspondendo aproximadamente a 10°
UFC/mL.



Em seguida, foi adicionado as placas com a suspensao dos microrganismos 21 mL do
meio solido fundido a 50° C, especifico para cultivo de bactérias e de fungos.
Posteriormente, apos solidificagdo, foram realizadas cavidades de 6x8mm de diametro por
meio de canulas estéreis, onde foram depositadas aliquotas de 50 pL do extrato de M.
charantia L em concentracGes diferenciadas. Os controles antimicrobianos utilizados foram:
Tetraciclina e Cloranfenicol 30 g para bactérias e Cetoconazol a 50 pL para fungos.

Os ensaios foram incubados a 35° C + 2° C por 24-48 horas, para culturas bacterianas
e leveduriformes a temperatura ambiente por 7-14 dias para fungos filamentosos.

RESULTADOS

As cepas utilizadas para determinacdo da eficacia antimicrobiana do extrato de M
charantia L., foram cepas padrées ATCC e isolados clinicos. As atividades evidenciadas
pelo extrato nas concentracBes crescentes de 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5
mg/mL s&o apresentados nos Quadros 1 e 2. Os halos de inibig&o do extrato de M charantia
L. a concentracdo de 100 mg/mL foi para Staphylococcus aureus ATCC de ordem de 12 mm
e para Staphylococcus epidermidis MH foi de 13 mm, contra halos de didmetro de 16 a 19
mm para 0s antibidticos padrdes (Tetraciclina 30 pg, Cloranfenicol 30 pg), C. albicans
ATCC de ordem de 12 mm, C. tropicalis LM foi de 10 mm, contra halos de didmetro de 16
a 15 mm para o antibiotico padrdo Cetoconazol 50 pg.

DISCUSSAO

A medicina tradicional tem se mostrado ineficiente em alguns aspectos relacionados
as infeccBes causadas por um nimero grande de microrganismos existentes. Os resultados
positivos obtidos neste testes de a¢do antimicrobianas do extrato de M. charantia L. numa
concentracdo inibitéria minima de 100 mg/mL corroboraram com Lorenzi, Matos*; Matos®
que ja defendiam o potencial farmacoldgico ativo das plantas medicinais.

Em relacdo aos métodos de tratamento com antibioticoterapia, muitas vezes se
mostram ineficazes ou realizados de maneira que propiciam o desenvolvimento cada vez
maior, de resisténcia bacteriana de acordo com Freitas®.

Os resultados desta pesquisa foram semelhantes as de Omoregle et al.', Brasileiro™,
Pham, Hoang, Hoffman.'?, Braca et al."*; divergindo de Zhang et al.'*, que em seus
resultados ndo obtiveram efeitos sobre fungos.

O baixo custo das plantas medicinais e poucos efeitos colaterais de M. charantia L
justificam sua aplicacdo fitoterapica de acordo com Siani’ e Matos®.

Conforme descreve Freitas® as medidas preventivas e curativas de uso de produtos
naturais, como extrato de M. charantia L. pode desempenhar importante funcdo no sentido
de uma resolucéo para as condicdes infecciosas cronicas e constitui uma alternativa para o
desenvolvimento continuo de vencer as resisténcias aos microorganismos na pratica clinica.

Campos-Takaki ° e Tortora'® relataram em experimento que a formacéo de enzimas,
as alteracOes de receptores e 0 acesso limitado aos antimicrobianos sdo responsaveis por
fatores de resisténcia a acao dos antimicrobianos.

CONCLUSAO



A partir dos resultados obtidos no presente estudo de atividade antimicrobiana do
extrato EH de M. charantia L., podemos concluir que houve uma excelente atividade contra
as linhagens estudadas de Staphylococcus aureus (ATCC-25923), S. epidermidis — MH, C.
albicans (ATCC-90028) e C. tropicalis (LM-13) com obtencdo de halos de inibi¢do de
ordem de 10 a 13 mm apresentando potencialidade de inibir o crescimento das cepas de
Staphylococcus e Candida na cavidade oral, sugerindo a utilizacdo desta planta como meio
alternativo de baixo custo no tratamento das afeccbes da boca, justificando seu
desenvolvimento tecnolégico farmacéutico.
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Quadro 1 — Atividade antimicrobiana do extrato de extracdo hidroetanodlica
de M. charantia L

* Controle positivo das cepas no meio de cultura: (-) inibi¢do do ensaio de crescimento

(+) néo inibicdo de crescimento
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Quadro 2 — Atividade antimicrobiana do extrato de extracdo hidroetandlica de M. charantia L.

* Controle positivo das cepas no meio de cultura: (-) inibicdo do ensaio de crescimento

(+) néo inibicéo de crescimento
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RESUMO

Todas as substancias podem ser consideradas toxicas ou atoxicas de acordo com as rea¢fes de um
organismo vivo e a capacidade de resposta apresentada. Algumas espécies vegetais apresentam
efeitos considerados nocivos a nivel sistémico. Elas representam importante veiculo como fonte de
salde para 0 nosso organismo. Este trabalho objetivou avaliar a toxicidade aguda da espécie
Momordica charantia L. Para tanto, o material botanico foi extraido com solucédo etandlica, e em
seguida liofilizado. O extrato bruto foi dissolvido em solucéo salina a 0,9% de acordo com as doses
previamente estabelecidas. A administracdo foi por via oral pelo método de gavagem em
camundongos albinos (Mus musculus), machos, procedentes do Biotério do Departamento de
Antibioticos da UFPE. Os animais utilizados foram de aproximadamente 60 dias de nascidos e pesos
varidveis entre 25 a 35 g. Para cada grupo, foram utilizados 6 animais devidamente identificados.
Antes do tratamento, todos foram privados de alimentacdo por periodo de 12 horas e receberam agua
ad libitum. A dose méaxima administrada foi de 4000 mg/ kg, a dose minima de 2000 mg/kg e néo foi
registrado Obito de nenhum camundongo no experimento, sendo observado alguns sinais de
toxicidade aguda. Foi verificado que o extrato bruto de M. charantia L apresentou inicialmente
efeitos estimulantes e em seguida efeitos depressores ao nivel de sistema nervoso central e a
substancia, nestas doses, foi de pouca toxidade, pois quando administrado por via oral, ndo
apresentou reagdes agressivas ao organismo sendo considerado seguro para o uso da populagao.

Palavras-chave: toxicidade aguda, plantas medicinais.
ABSTRACT

Thus, all substances can be considered as toxics or atoxics with the reactions presented by the living
organism and the ability of response. This response will be of higher or lower intensity according to
the substance properties, way of application and the exposure time both at short and long run. Some
plant species present harmful effects to the organism. This works aims to do the evaluation of
toxicity acute of M. charantia L. specie. The evaluation was done with the extract (in ethanol, then
freeze-dried) of the above mentioned plant. The extract was dissolved in a saline solution 0.9%
according to the tested doses, and administered orally by the gavage feeding method in male mice
(Mus Musculus), as provided by the Vivarium of the department of antibiotics from the UFPE. The
animals were 60 days old and weighted 25 to 35 g. For each group there were 6 animals, all clearly
tagged. Before the treatment the animals were not fed for 12 h, but were allowed to drink water ad
libitum. The highest dose that was given was 4000 mg/kg, and the lowest 2000 mg/kg. Not mouse
died during the experiment, but signs of acute toxicity were observed. It is concluded that the extract
of M. charantia L causes stimulation and depression effects on the central nerve system and it is ,
these doses, classified was little toxicity when orally taken, thus it is safe for human consumption.

Key-words: Acute toxicity, medical herbs.



INTRODUCAO

Muitas plantas medicinais apresentam substancias que podem desencadear reacgdes
adversas, seja por seus préprios componentes, seja pela presenca de contaminantes ou
adulterantes presentes nas preparacOes fitoterapicas, exigindo um rigoroso controle de
qualidade desde o cultivo, coleta da planta, extracdo de seus constituintes, até a elaboragdo
do medicamento final®.

Os testes toxicologicos sdo realizados para se obter dados sobre as condi¢cGes em que
0s compostos quimicos possam produzir efeitos toxicos, a natureza desses efeitos e 0s niveis
seguros para exposicéo do organismo a estas doses’.

De fato, toda substancia pode ser considerada um agente toxico, esta condicao ira
depender das circunstancias nas quais ocorrerd a interacdo do agente quimico com o
organismo, como tempo e frequéncia de exposi¢cdes, dose administrada ou absorvida, e a via
pela qual se deu a administragdo®.

Dentre as diversas espécies do reino vegetal, destaca-se M. charantia L. -
Cucurbitaceae. Seus frutos sdo usados, quando verdes, na fabricacdo de conservas e picles;
seu caule e folhas servem para tirar ndédoas das roupas e alveja-las; a infusdo das folhas é
aplicada no tratamento de leucorréia e cdlicas menstruais; seu sumo é empregado no
tratamento de queimaduras e como vermifugo; a infusdo do fruto maduro € empregada no
tratamento de hemorrdidas®.

Toda planta é utilizada, externamente, no tratamento de eczemas e outras afec¢des da
pele. Na homeopatia € empregada para combater diarréias flatulentas, dismenorréias e
reumatismo articular™. O suco das folhas é indicado contra sarna**. O fruto maduro é usado
externamente na cicatrizacdo de feridas, na Turquia'. E ainda comumente usada como
agente antiglicémico e anti-hiperglicémico na Asia Oriental e América Latina’.

E na perspectiva do largo uso popular de M. charantia L. faz-se necessario investigar
sua toxicidade tendo em vista 0 uso seguro desta planta pela populacdo, bem como, servir de
base para futuros estudos farmacoldgico. Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade do extrato bruto hidroetandlico de M. charantia L. frente a camundongos albinos
(Mus musculus).

MATERIAIS E METODOS
OBTENCAO DO EXTRATO

Apos a coleta das folhas de M. charantia L. em Olinda-PE (7° 59’ 23.62" S;
34°50°48.23°°0), pela manh&, no més de outubro de 2006, o0 material foi encaminhado ao
laboratdrio para ser processado. As folhas foram desidratadas, a temperatura ambiente em
local arejado, pesadas (900 g) e trituradas em moinho (Harley), e maceradas sendo
adicionado etanol (P.A da Merck) (3:7 v/v) por um periodo de oito dias. Apds este processo
o material foi filtrado e submetido & evaporacdo a vécuo (45 C), para obtencdo do extrato
hidroetandlico (EH). que se constitui de um residuo verde-escuro e higroscopico

ANIMAIS

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), machos, obtidos no Biotério
do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco, com
aproximadamente 60 dias de nascidos e peso variavel entre 25 a 35 g. Os mesmos foram



mantidos em gaiolas de polipropileno, em condi¢6es controladas de iluminacdo (ciclo 12
horas claro/escuro) e temperatura (22° + 2° C). O protocolo obteve a permissdao do Comité
de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco
aprovacéo n° 23076011375/2006-11 em 08/08/2006.

ESTUDO TOXICOLOGICO

Para cada grupo, foram utilizados 6 animais devidamente identificados. Antes do
tratamento, os mesmos foram privados de alimentacdo por periodo de 12 horas recebendo
agua ad libitum. O ensaio foi efetuado em duas fases sendo uma preliminar e outra
definitiva.

Inicialmente, o0 EH de M. charantia L liofilizado foi dissolvido em solu¢édo salina a
0,9% de acordo com as doses estudadas de 2000 mg/kg, 3000 mg/kg, 4000 mg/kg e 5000
mg/kg. Na primeira fase, a preliminar, o extrato de M. charantia L. foi administrado por via
oral (v.0.) em doses crescentes procurando-se obter a dose mais elevada isenta de
mortalidade (D;) e a menor capaz de levar a 6bito 100% dos animais (D). J& na fase
definitiva, os animais receberam doses (v.0) compreendidas entre D; e D, obedecendo a uma
progressao geométrica de ordem 0,5. A partir desses dados, a DLsg calculada de acordo com
a seguinte formula:

% (a+b)

DL50 = Df —

Onde: Df= dose minima capaz de matar todos os animais;
a= diferenca entre duas doses consecutivas administradas;
b= media de animais mortos entre duas doses consecutivas;
n=numero de camundongos por lote.

RESULTADOS

Na tabela 1 verificamos a dose maxima administrada por via oral nos camundongos,
que foi de 4000 mg/kg atingido o limite maximo recomendado por lei para este estudo, ndo
havendo necessidade de serem avaliadas doses mais elevadas. Ela expressa os sinais de
toxicidade aguda com dose de 2000 mg/kg onde foram observados efeitos estimulantes do
Sistema Nervoso Central (SNC) como: agitagéo, tremores, movimentacdo estereotipadas e
circulares, agressividade, movimentacdo de vibrissas, entre outros. Foram verificados 0s
efeitos autondmicos como: cianose, defecacdo e piloerecdo entre outros. Em termos gerais
as respostas clinicas observadas foram alteracao respiratoria, alteracdo da atividade motora,
alteracdo ocular, alteracdo cardiovascular e de pele. Para a dose de 4000 mg/kg além destes,
apos 30 minutos da administracdo foram observados estimulacdo e acdo depressora
especifica do SNC, como: saltos, taquicardia, abaixamento posterior, prostracdo entre
outros.

DISCUSSAO

A planta medicinal € um xenobi6tico e, como todo corpo estranho, os produtos de sua
biotransformacdo séo potencialmente toxicos. Ndo ha raz&o para crer na inocuidade dos
vegetais, uma vez que desse reino sdo extraidas substancias extremamente toxicas como a
estricnina, digitoxina, tubocuranina, cocaina, entre outras. Entretanto, observa-se que
segundo estudos clinicos com padrbes de controle e supervisdo, a incidéncia de efeitos
colaterais é menor com fitoterapicos do que com drogas sintéticas® " 2.



Toxicidade de uma substancia é a capacidade intrinseca da mesma de afetar de forma
negativa ou trazer dano para um organismo. Esta avaliacdo foi realizada com objetivo de
determinar o potencial das drogas e produtos relacionados. Testes que avaliam a toxicidade
sistémica aguda sao utilizados para classificar e rotular substancias de acordo com o seu
potencial de letalidade ou toxicidade como estabelecido pelas leis. Portanto, para que o dano
ocorra € preciso que 0 organismo seja exposto e que também haja uma reagdo com o agente
intoxicante” °.

A utilizacdo de fitoterapicos tem se destacado nestes Ultimos anos principalmente
pela populacdo de baixa renda que ndo tem acessibilidade a tratamentos com farmacos
industrializados. Algumas plantas apresentam compostos potencialmente toxicos e devem
ser utilizadas com cautela, respeitando seus riscos toxicol6gicos, portanto é preocupante o
uso indiscriminado como automedicacdo dos mesmos podendo causar dano sistémico, pois
podem vir a causar reacdes das mais diversas' ',

Testes que avaliam a toxicidade sisttémica aguda sdo utilizados para classificar e

rotular substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade como previsto
9,10
nalei” .

O extrato administrado nos animais apresentou efeitos semelhantes aos das
substancias que agem principalmente no Sistema Nervoso Central (SNC). As avaliacdes
foram conferidas pelas interferéncias observadas que compromete a viabilidade neuronal.
Apds as intensas atividades estimulantes, foi observada a inversao de efeito depressor até
discreto torpor?,

Esta reacdo somatica é muito incidente no cortex motor pelos sistemas piramidais
que constituem a via neuronal para 0 musculo. O evento de contragdo muscular se verifica
pela formacdo de um potencial de acdo que invade as fibras musculares lisas que em
conjunto gera energia muscular o que resulta em exaust&o seguida de relaxamento™.

Os testes toxicoldgicos do extrato bruto etandlico de M. charantia L demonstraram
auséncia de letalidade para a dose méxima administrada de 4000 mg/kg, ndo necessitando
testar doses superiores a esta por lei, classificando-a como atdxica (ndo toxica).

CONCLUSAO

O extrato bruto hidroetandlico das folhas de M. charantia L ndo causou letalidade,
até a dose de 4000 mg/kg por via oral, sendo uma mistura de pouca toxicidade por esta via
de administracdo. Sendo assim, 0 uso de M. charantia L. pode ser seguro e funcionar como
meio viavel e de baixo custo no tratamento das afeccdes da boca, justificando seu
desenvolvimento tecnol6gico farmacéutico.
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Tabela 01 — Parametros da toxicidade observada em camundongos albinos (Mus musculus), machos, tratados
com diferentes doses do extrato hidroetandlico de M. charantia L., por via oral (Loomis, Hayes, 1996).

DOSE (ma/kaq)

PARAMETROS
2000 3000 4000

Estimulantes
1Freqiiéncia Respiratoria + - ++
Agitacédo + - +
Piloerecdo +++ +++ ++
Movimentos estereotipados +++ +++ +++
Movimentos circulares +++ +++ +++
Movimentos de vibrissas - + +
Tremores finos/grosseiros + + +
Erecdo de cauda +++ ++ ++
Postura de ataque - +++ +
Salto + + +++
Levantamento do trem posterior + - +
Postura em garra + +++ +++
Exoftalmia + - -
Agressao + - -
Taquicardia - + -
Aumento da libido -

Depressores

Prostracéo ++ ++ +++
Sonoléncia - - -
Tendéncia ao agrupamento + - -
Abaixamento do trem posterior + ++ ++
|Freqiiéncia Respiratoria ++ + -
Inversdo de marcha ++ + -
Outros

Excrec¢do fecal + + +
Reacdo de fuga +++ +++ +++
Espasmos +++ +++ +++
Refluxo +++ +++ +++
Palidez + + ++
Distensdo Abdominal + + -
Diurese + + +
Edema de focinho ++ ++ ++
Postura estatica +++ + +
Petéquias + + +
Escurecimento do olho - + -
Fotossensibilidade - - -
Sibilo +++ ++ +++
Apnéia - - -
Fotofobia + -
Lacrimejamento + + -
Cianose - ++ -
Ondulagéo caudal - + -

- = sem efeito + = efeito leve ++ = efeito moderado +++ = efeito acentuado
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RESUMO

Entre as inlmeras plantas empregadas na medicina tradicional destaca-se a Momordica
charantia L (Cucurbitaceae), que vem ganhando notoriedade cientifica por suas diversas
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas. apresentando propriedades antiinflamatorias e/ou
analgésicas. Este trabalho objetivou avaliar a atividade cicatrizante do extrato hidroetanolico
EH (uso tépico) de M. charantia L. no processo de cicatrizagdo de feridas padronizadas em
dorso de ratos Wistar albinos (Rattus norvegicus), divididos em 3 grupos: Grupo | — animais
tratados com creme do Extrato de M. charantia L., Grupo Il - Controle + creme placebo,
Grupo |1l - Padrdo tratado com Fibrase tendo cada um 18 animais, perfazendo assim um
total de 54 ratos, machos, pesando entre 250g a 340g. Os grupos foram subdivididos em 3
subgrupos de 6 animais, sendo sacrificados com overdose apds 3, 7 e 14 dias
respectivamente. Procedeu-se a retirada das pecas para avaliacdo histoldgica com a técnica
de hematoxilina-eosina a fim de verificar as diferentes fases da cicatrizacdo dos grupos. O
unguento contendo o creme do EH de M. charantia L. demonstrou provavelmente, ser o
mais eficaz por acelerar (p<0,01) o processo de regeneracdo cutanea, demonstrando o
potencial farmacol6gico desta planta, apresentou diferenca no tempo de cicatrizacdo e no
grau de maturacdo celular, em relacdo aos demais grupos.

Descritores: Momordica charantia L., Cucurbitaceae, cicatrizacdo cutanea, analise histoldgica.
ABSTRACT

Among the numerous plants used in traditional medicine, Momordica charantia L
(Cucurbitaceae) has been gaining scientific recognition due to its biological and
pharmacological properties as an anti-inflammatory agent and analgesic. The aim of the
present study was to assess the wound-healing activity of a hydro-alcoholic extract (topical
use) from M. charantia L. in the healing process of standardized wounds on the dorsum of
Wistar rats (Rattus norvegicus) divided into three groups (18 animals per group; total of 54
male rats weighing 250 to 340 g): Group | — animals treated with Momordica charantia L.
extract cream; Group Il — Control (placebo cream); Group Il — animals treated with
chloramphenicol/fibrinolysin/deoxyribonuclease ointment. The groups were divided into
three subgroups of six animals and sacrificed with an overdose at three, seven and 14 days.
The samples were removed for histological analysis using hematoxylin and eosin staining to
determine the different stages of healing. The ointment containing the M. charantia L.
extract proved probably the most effective at accelerating the skin regeneration process
(p<0.01), demonstrating the pharmacological potential of this plant through the difference in
healing time and degree of cell maturation, in the other groups.



Descriptor: Momordica charantia L., Cucurbitaceae, skin healing, histological analysis.

INTRODUCAO

Recentemente, tem aumentado o interesse por drogas obtidas a partir de plantas
medici?gis, destacando- se aquelas com potencialidade para promover a cicatrizagcdo de
feridas™.

A cicatrizacdo € um fenbmeno complexo fundamental para a manutencdo da
integridade de tecidos lesados, no qual participam elementos comuns a varios sistemas do
organismo®. Os fatores ambientais e fisioldgicos exercem grande impacto na sua evolugao,
podendo influenciar na qualidade e no tempo de cicatrizacdo, bem como na ocorréncia de
complicagdes®*. Muitas substancias como as plantas medicinais, sdo utilizadas com o intuito
de interferir neste processo’.

A contracdo da ferida é um movimento das margens abertas da lesdo em dire¢do ao
centro, cerca de quatro dias ap6s a interrupcdo da integridade da pele®. A velocidade deste
processo ndo € a mesma em todos os pontos e o restabelecimento da integridade fisica ndo
constitui um estimulo que faca cessar a contragdo®.

Descartou-se a idéia de que a desidratacdo do tecido seja responsavel pela contracéo,
e de que a sintese do colageno e a contracdo da ferida poderiam ser os responsaveis pela
aproximacdo e unido das bordas da ferida. O mecanismo de contracdo que diminui a lesdo é
gerado por forcas celulares e elementos contrateis de fibroblastos e miofibroblastos com
uma reorganizagéo concomitante do citoesqueleto®.

Existem muitas informac6es na crendice popular acerca do uso de plantas como
medicamento para todos os males, entre eles, o poder de cicatrizacdo, ha muitas duvidas e
uma grande quantidade de trabalhos controversos, que necessita de informacéo cientifica
para sua comprovagao.

A M. charantia L. é uma planta utilizada no mundo inteiro, ndo somente as folhas,
mas o caule, as flores, os frutos e as raizes do vegetal, sdo usados popularmente contra as
doencas de pele, tais como eczemas, acne, sarna e doencas por fungos. Além de acéo
hipoglicemiante, possui propriedades comprovadas cientificamente como antiinflamatorias,
anti-séptica, anti-helmintica, antidiarreica e contra hemorréidas’® % %1%,

O nome latino Momordica significa “mordida”, referindo-se as bordas da folha que
parecem que foram mordidas. E uma planta revolucionaria pela sua versatilidade como
alimento e em aplicac6es terapéuticas'®.

O objetivo deste estudo foi analisar comparativamente atraveés da macroscopia e da
microscopia, a acdo do extrato hidroetandlico de M. charantia L. em feridas cutaneas
experimentais.

MATERIAIS E METODOS

As folhas de M. charantia L. foram coletadas pela manha, no més de outubro de 2006,
em Olinda, entre as coordenadas (7° 59’ 23.62°" S; 34°50°48.23°’0) estado de Pernambuco —
Brasil. A identificagdo boténica foi realizada no herbario Geraldo Mariz do Departamento de
Botanica/CCB/UFPE, recebendo exsicata n°® 57702 (Anexo 1)



Apbs a coleta, elas foram desidratadas, a temperatura ambiente em local arejado,
pesadas (900 g) e trituradas em moinho (Harley), e maceradas sendo adicionado etanol (P.A
da Merck) (3:7 v/v) por um periodo de oito dias. Apds este processo o material foi filtrado e
submetido & evaporacdo a vacuo (45 C), para obtencdo do extrato hidroetanélico (EH). que
se constitui de um residuo verde-escuro e higroscopico.

Foram utilizados 54 (cinquenta e quatro) ratos albinos Wistar (Rattus norvegicus),
adultos jovens, machos, com idade de 2-3 meses e peso entre 250 a 340 g, adquiridos no
Biotério de Antibiotico, os animais foram separados em grupos e mantidos livres em gaiolas
sob condi¢des adequadas de higiene, luz e temperatura, recebendo ragcdo comercial e 4gua ad
libitum.

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas de
experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Os
animais foram selecionados aleatoriamente e divididos em 3 grupos (18 animais por grupo),
organizados da seguinte maneira: Grupo | — Tratado Extrato (uso tépico); Grupo Il —
Controle + creme inerte (uso topico); Grupo Ill — Padrdo Cicatrizante (uso topico). Cada um
dos grupos foi dividido em trés subgrupos (A, B, C) com 6 animais cada um, de acordo com
0 periodo de sacrificio.

O creme inerte e o creme do extrato foram produzidos no Laboratorio de
Farmacognosia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas — UFPE.

Os animais foram submetidos a anestesia geral, com xilazina — 50 mg/kg; associada a
quetamina-50 mg/kg - IM*. Os animais, depois de anestesiados, foram colocados em
decubito ventral, e ap6s a tricotomia foram criadas feridas padronizadas (0,8 cm de diametro
por 0,3 cm de profundidade).

Em cada ferida foi aplicado topicamente e de forma padronizada o creme inerte
(Controle), o Extrato de M. charantia L. e o Padrdo Cicatrizante (Fibrase) por via topica. A
posologia adotada para o tratamento respeitou intervalos de 24 horas.

Os animais foram sacrificados no periodo de cicatrizacdo determinado para cada
subgrupo: 3 dias (grupo A), 7 dias (grupo B) e 14 dias (grupo C). As lesbes foram
seccionadas e encaminhadas para analise histologica. Ap6s o periodo de fixacdo as pecas
foram submetidas ao processamento pela técnica histologica de rotina e incluidas em
parafina.

Os cortes foram realizados em micrétomo com espessura de 5 um, semi-seriados de
1/5, e corados pela técnica de Hematoxilina de Harris e Eosina Alcodlica e analisadas em
macroscopia e microscopia de luz e as imagens foram digitalizadas. As lesdes foram
submetidas a avaliacdo macroscépica diaria, verificando-se 0s seguintes parametros: edema,
hiperemia e presenca de exudato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A importéncia da pele como barreira de protecdo contra agentes nocivos motivaram a
realizacdo deste experimento. Além disto, os constantes avancos cientificos no ramo da
fitoterapia levando a mudangas nos varios conceitos tradicionais no tratamento de feridas
reforcaram a necessidade de estudos nesta area. As etapas do processo de cicatriza¢do foram
observadas no presente trabalho tanto nas lesdes tratadas com EH de M. charantia L., como
nas néo tratadas, conforme os dias analisados.

A



analise macroscdpica revelou que a presenca de exsudato no grupo controle interferindo na
cicatrizacdo, ja que este foi capaz de promover a desagregacdo do tecido de granulacdo em
formacéo e o desenvolvimento de microorganismos.

As infec¢bes microbianas causam um aumento nas complicagfes no fenémeno de
cicatrizacdo®. Estudos revelaram que a M. charantia L. apresenta um amplo espectro de
atividade antimicrobiana®*°

A medida da retragdo da area do processo inflamatdrio revelou que durante o
tratamento, houve diferenca significativa (p<0,01) nas areas de retracdo das lesGes que
receberam ungliento a base do EH da planta as quais cicatrizaram com maior rapidez que as
lesGes controle e a padrdo. O influxo de macrofagos e neutrofilos para o sitio da lesdo
durante a fase inflamatdria revelou uma reducdo (p<0,01) destas células nos grupos tratados
com o0 unguento a base de EH em relacdo ao controle no 7° dia, indicando que este
tratamento foi capaz de modular o processo inflamatorio neste intervalo de tempo.

Com a presenca local de macrofagos e a liberacdo dos mediadores quimicos
produzindo secrecdo, a migragdo e ativacdo de fibroblastos foram intensificadas. Essas
células sdo as principais responsaveis pela formacéo de tecido de granulacdo, sintetizando
acido hialurénico, fibronectina, colagenos tipos | e Il, elastina e proteases, como a
colagenase, importante para o debridamento e o remodelamento das fibras colagenas>®°

Os autores*® concordam que o aumento de fibroblastos na regeneracio tecidual
encontra seu apice na fase proliferativa deste processo, que ocorre geralmente entre 0 3° e 0
10° dia apo6s a lesdo. Para a eficiéncia da fibroplasia é necessaria a ocorréncia em paralelo da
neovascularizacdo da regido, ja que esta permite a troca de gases e a nutricdo das células
metabolicamente ativas*®

No inicio da fase de remodelacdo, que corresponde aos grupos analisados no 14° dia
neste experimento, observa-se redugdo no numero de células mononucleares, fibroblastos e
vasos sanguineos e isto se justifica pela mudanca de fase do processo inflamatério.** Numa
etapa avancgada do reparo tecidual acredita- se que, os fibroblastos estejam relacionados com
o fendmeno de remodelacdo dos feixes de colageno, no sentido de conferir maior resisténcia
a este tecido lesionado*®. Isto reforca ainda mais a idéia de que o EH acelerou a atividade de
fibroblastos fazendo com que o tecido lesionado apresentasse uma organiza¢do muito maior
em comparagdo aos grupos controle e padréo.

Nos grupos experimentais tratados com unguento a base do EH houve uma reducéo
significativa no numero de fibroblastos e vasos sanguineos em relacdo ao controle e padréo
no 14° dia, sugerindo que este extrato acelerou a reparacdo tecidual na fase tardia da reacédo

inflamatdria, possibilitando o alcance da fase de remodelamento, consoante com os achados
de 13'14’15'16.

Na analise dos resultados obtidos no presente estudo, a avaliagdo macroscopica e
microscopica das feridas do grupo I, mostraram: processo de reparagdo mais evoluido,
caracterizado por maior contracdo da ferida e velocidade de migracdo epitelial; ao nivel de
tecido conjuntivo, observou-se maior velocidade da evolugdo do quadro inflamatdrio agudo
para o0 cronico, além de elevada proliferagdo fibroblastica, com formacdo de tecido
conjuntivo bem desenvolvido e rico em fibras colagenas (Anexos 8, 9).

Nas feridas do grupo I, o processo de reparacdo se mostrou mais evidente que o das
outras feridas, corraborando com os resultados de’ *3*41°



A avaliagdo macroscopica foi realizada diariamente até o 14° dia. Os grupos tratados
com EH de M. charantia L. apresentaram uma evolucao cicatricial mais precoce em relacéo
ao grupo padréo (fibrase) e o grupo controle. No decorrer de toda a investigacdo foram
observados que os sinais de inflamacdo como edema, hiperemia e presenca de exsudato
foram discretos nas feridas tratadas com unguento a base de EH.

Nos outros grupos foi verificada moderada exsudacdo a partir do quarto dia, 0s
grupos tratados com EH de M. charantia L, apresentaram uma evolucdo cicatricial mais
precoce em relagdo aos outros grupos, ratificando as pesquisas de ****>® No decorrer de
toda a investigagdo observou-se que os sinais de inflamagdo como edema e rubor
apareceram. Nos animais tratados com unguento associado ao extrato etanolico,
segundo™*°, foi constatado moderada exudaco a partir do quarto dia permanecendo até o
altimo dia analisado (14° dia) divergindo deste experimento quando no 14° dia os pelos dos
animais ja estavam formados apresentando uma perfeita regeneracéo tecidual.

A abordagem fitoquimica dos extratos hexanico e etanolico das folhas de M.

charantia L. de acordo com™*°, revelaram a presenca de esterdides em ambos. A atividade
imunomoduladora e cicatrizante de muitas plantas medicinais sdo atribuidas a diferentes
principios ativos. Desta forma, as acGes do EH das folhas de M. charantia L. podem ser
atribuidas aos principios ativos contidos nos esteroides.
Sendo que nos trabalhos de *****, os grupos tratados com ungiento & base do extrato
etanolico de M. charantia L. essa reducdo acelerou a reparacdo tecidual na fase tardia da
reacdo inflamatdria, possibilitando o alcance da fase de remodelamento mais precocemente
que os demais grupos. Neste mesmo intervalo de tempo, o leito da ferida apresentou-se
totalmente preenchido pelo tecido de granulacdo o que foi evidenciado também na pesquisa
de'®, onde aparecia uma rede capilar em franca regeneracao.

As etapas do processo de cicatrizagdo foram observadas no presente trabalho tanto
nas lesOes tratadas com os extratos hidroetandlico de M. charantia L., como nas nao-
tratadas, conforme os dias analisados.

Ao final do experimento que durou 14 dias, as feridas experimentais, mostravam
possivelmente, completa reparacao, fato este também observado por™.

Na observacdo macroscopica com 7 dias, a retracdao da ferida foi mais evidente no
grupo tratado, seguido do grupo padréo; o grupo controle apresentou uma menor retracéo
em relacdo aos outros grupos.

Na analise comparativa das feridas, observamos que as do Grupo | mostrou cicatriz
com caracteristicas mais satisfatorias, logo, menos evidentes e imperceptiveis, quando
comparadas com as dos grupos Il e I11.

Ainda pode-se acrescentar que o extrato hidroetanélico de M. charantia L., além de
ndo causar alteracdes patoldgicas (anatomo e histopatoldgicas) possui atividade cicatrizante
superior quando comparado aos grupos padréo e controle.

CONCLUSAO

Do ponto de vista microscopico e macroscopico as feridas tratadas com extrato
hidroetandlico de M. charantia L. apresentaram processo de reparagdo bem diferenciado,
caracterizado por reparagdo mais rapida caracterizado pela elevada taxa de crescimento
epitelial com fechamento completo da ferida e o colageno parece estar num grau mais



elevado de maturagédo. Seria ainda oportuno validar em pacientes, 0 que se demonstrou “in
Vivo”.

O uso do extrato de M. charantia L. é possivel ampliar as alternativas para o
tratamento de feridas, com custos reduzidos, o que sera de grande valia para a populacédo de
menor poder aquisitivo.
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Os membros da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “AVALIAGAO DA REPARAGAO TECIDUAL DAS FERIDAS EM DORSO
DE RATOS COM E SEM LASERTERAPIA”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagéo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questsio do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favorivel aos protocolos experimentais

realizados.
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Prezada Dra. Elizabeth Ponzi,

Informamos que o manuscrito intitulado: “ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
DO EXTRATO DE MOMORDICA CHARANTIA L (Cucurbitaceae).”, foi aceito pela
comissdo editorial da revista e que a previsao para publicagdo é no segundo semestre
de 2010.

Desde ja agradecemos sua contribuigdo e esperamos continuar contando com
futuras colaboragdes.
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ANEXO 4

Corte histoldgico dos grupos: Padrao Fibrase 3 dias (A, B), 7 dias (C),
corado com Hematoxilina-Eosina . (Aumento de: 100x (A e C), 400x B).



ANEXO 5

C

Corte histologico dos grupos: Padrdo Fibrase 7 dias (A), 14 dias B, Controle
3 dias (C), corado com Hematoxilina-Eosina .(Aumento de: 200x (A,B), 400x C).



ANEXO 6

C

Corte histologico dos grupos: Controle 3 dias (A), 7 dias (B, C), corado
com Hematoxilina-Eosina . (Aumento de: 100x (A), 200x (B), 400x (C).



ANEXO 7

C

Corte histoldgico dos grupos: Controle 14dias (A), Tratado extrato 3 dias (B, C),
corado com Hematoxilina-Eosina. (Aumento de: 200x (A, B), 100x (C).



ANEXO 8

Corte histoldgico dos grupos: Tratado extrato 3 dias (A), 7 dias (B), 14 dias (C),
Corado com Hematoxilina-Eosina . (Aumento de: 100x (A), 200x (B), 400x (C).



ANEXO 9

Corte histologico dos grupos: Tratado extrato 14 dias (A, B, C), corado com
Hematoxilina-Eosina . (Aumento de: 100x (A, C), 200x (B).



ANEXO 10

C

Corte histologico dos grupos: EH+Laser 3 dias (A), 7 dias (B ),14 dias (C),
Corado com Hematoxilina-Eosina. (Aumento de: 200x A, B, C).



ANEXO 11

Corte histologico dos grupos: Laser 3 dias (A), 7 dias (B), 14 dias (C)
corado com hematoxilina-Eosina.  (Aumento de: 200x (A,C).400x (B).



