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RESUMO

PINTO, L.R. Avaliacdo macro e microscépica de lesdes cutdneas experimentais em
ovinos tratadas com nim (Azadirachia Indica). 2019. 17f. Trabalho de Conclusédo de
Curso (Graduagdo em Medicina Veterinaria) - UniRV — Universidade de Rio Verde,
Rio Verde, 20191,

O processo de cicatrizacdo de feridas trata-se de um mecanismo complexo. Com base
nas dificuldades encontradas para tratamento, alternativas sdo buscadas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a viabilidade clinica e a eficcia da terapia com o Nim
(Azadirachia indica) no tratamento de feridas cuténeas experimentais em ovinos. Para
isto, foram utilizados 18 ovinos, divididos em 3 grupos. Os animais do grupo controle,
ndo receberam nenhum tratamento. Os animais do Grupo PC foram tratados com a
pomada comercialmente disponivel, enquanto os animais do EA foram tratados com
extrato de solucdo aquosa das folhas. Ao término da primeira semana e no 30° dia, 0s
animais foram submetidos a coleta de sangue. Bidpsias teciduais foram realizadas nos
dias 7, 14, 21 e 28. Os valores obtidos nos hemogramas foram submetidos aos testes de
ANOVA e teste de T, ao nivel de 5% de probabilidade, enquanto que para as variaveis
observadas nas bidpsias, utilizou-se o Teste de Kruskal-Wallis a 10% de probabilidade.
Tanto a PC quanto o EA diminuiram os niveis de fibrinogénio, possivelmente devido a
acao anti-inflamatéria. O segundo grupo diferiu estatisticamente dos demais (p <.0001)
aos 7 e aos 14 dias de pds-operatdrio, apresentando maior ocorréncia de Ulcera na ferida
e de dermatite perivascular profunda heterofilica, observados no histopatolégico.
Embora o uso da pomada comercial e do extrato aquoso de Nim ndo tenham sido
efetivos em reduzir o tamanho da lesdo, reduziram o processo inflamatério no momento
da injaria tecidual.
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ABSTRACT

PINTO, L.R. Macro and microscopic evaluation of experimental cutaneous lesions
in sheep treated with neem (Azadirachia Indica). 2019. 17f. Graduation in
Veterinary Medicine - UniRV - University of Rio Verde, Rio Verde, 20192,

The process of wound healing is a complex mechanism. Based on the difficulties
encountered for treatment, alternatives are sought. The objective of this study was to
evaluate the clinical viability and efficacy of Nim (Azadirachia indica) therapy. For this,
18 sheep were used, divided into 3 groups. The animals in the control group received no
treatment. The animals of the PC Group were treated with the commercially available
ointment, while the EA animals were treated with aqueous extract solution from the
leaves. At the end of the first week and on the 30th day, the animals were submitted to
blood collection. Tissue biopsies were performed on days 7, 14, 21 and 28. The values
obtained in the hemograms were submitted to ANOVA and T-tests at a 5% probability
level, whereas for the variables observed in the biopsies, the Kruskal-Wallis test at 10%
probability. Both PC and EA decreased fibrinogen levels, possibly due to the anti-
inflammatory action. The second group differed statistically from the others (p <.0001)
at 7 and 14 postoperative days, presenting a higher occurrence of ulcer in the wound and
of heterophilic deep perivascular dermatitis observed in the histopathology. Although
the use of commercial ointment and aqueous extract of Nim were not effective in
reducing the size of the lesion, they reduced the inflammatory process at the moment of
the tissue injury.
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1 INTRODUCAO

Feridas sdo traumas que rompem a continuidade da pele, deixando expostos 0s
tecidos subjacentes (TIWARI 2012). O processo de cicatrizacdo de feridas € um
mecanismo que visa restaurar a anatomia e a funcionalidade da pele (BEGUM e NATH,
2000). Devido as dificuldades encontradas para o tratamento de lesfes cutaneas,
alternativas sdo buscadas visando praticidade, melhores resultados, menor tempo de
tratamento e custo reduzido.

O Nim (Azadirachia indica) é uma &rvore originaria da India e sua utilizacio
remonta ha mais de 2000 anos e para os mais diferentes fins (NEVES et al., 2003). Séo
sugeridas possiveis atividades antioxidante, anti-inflamatoria, hepatoprotetora,
cicatrizante e antimicrobiana (ALZOHAIRY 2016).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a viabilidade e a eficacia da terapia com o
Nim, em pomada comercial (PC) ou extrato aquoso (EA) das folhas, para o tratamento

de feridas cutaneas induzidas experimentalmente em ovinos.

1.1 Inflamacéo

Quando ocorre uma injlaria, 0 primeiro estagio no processo cicatricial, a
inflamacdo, é iniciado. Nesta primeira fase que sdo recrutadas as células inflamatorias
para o local da lesdo, tais como os neutrofilos e os mondcitos e macréfagos. Os
macrofagos sdo algumas das principais células do sistema imune, desempenhando
varias funcdes na inflamacdo, imunidade e cicatrizacdo das feridas (FU e LI 2012).

O papel principal dos neutrofilos € a remocdo de bactérias e restos
extracelulares. Os neutrdfilos liberam radicais superdxidos que causam a morte local
das bactérias, também causam a degradacdo da matriz extracelular desnaturada e das
celulas danificadas. Mesmos com tais mecanismos, o0s neutrofilos ndo séo

indispensaveis para o reparo das feridas cutaneas (SLATTER 2007).
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Os mondcitos ativados que sdo essenciais para o reparo de feridas, infiltram-se
nas feridas e se tornam as principais células do processo de reparacdo tecidual,
assumindo o papel de macrofagos da ferida. Se algum material estranho ou alguma
bactéria estiver presente na ferida, os mondcitos tém a capacidade de se proliferar. Os
macrdfagos presentes nas feridas atuam também como liberadores de citocinas que
recrutam outras células e causam a modulacdo do processo de reparo da ferida, sendo
importantes para o desbridamento do local da ferida, estimulando assim a formacéo do
tecido de granulagdo (MENDONCA et al, 2009).

O pico de atividade das células polimorfonucleares ocorre em 24-48 horas ap0s
0 trauma, seguindo-se de um maior aporte de macrofagos durante os dois a trés dias
seguintes. Os macrdfagos, também possuem a funcdo de ativar os elementos celulares
das fases subsequentes da cicatrizacdo, tais como fibroblastos e células endoteliais
(TAZIMA et al., 2008).

1.2 Fibrogénese
A fase da fibrogénese é de extrema importancia para a formacdo do tecido de

granulacdo. A formacdo do tecido de granulacdo depende do fibroblasto, que além de

ser produtora de colageno, produz também elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e

proteases, estas responsaveis pelo desbridamento e remodelamento fisiol6gico
(MANDELBAUM et al., 2003).

As citocinas liberadas pelos macréfagos sdo essenciais tanto para a migracao,
quanto para a atividade das células fibroblasicas. E sabido que os fibroblastos presentes
nas feridas, sdo responsaveis pela sintese da verdadeira matriz extracelular que é
colagenosa, que substitui a matriz celular provisoria de forma gradual. Os fibroblastos
tém como principal papel fazer a mudanca do colageno na ferida (SLATTER, 2007).

A sintese de colageno depende da oxigenacdo das células, da hidroxilacdo da
prolina e lisina, mediada por enzimas produzidas pelo préprio fibroblasto. O colageno é
uma proteina de alto peso molecular, composta basicamente de glicina, prolina,
hidroxiprolina, lisina e hidroxilisina. O colageno é responsavel pela sustentacéo e pela
forca de tensdo da cicatriz, sendo continuamente produzidos pelos fibroblastos.
Inicialmente, a sintese de colageno novo ¢ a principal responsavel pela forca da cicatriz,

sendo substituida a longo de semanas, pela formacdo de ligagdes cruzadas entre 0s
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feixes de coldgeno. A sintese de colageno declina por volta de quatro semanas e, entao,
se inicia a fase de maturacdo do coldgeno que continua por meses, Ou Mesmo anos
(TAZIMA et al, 2008).

1.3 Angiogénese

A angiogénese é o processo pelo qual ocorre o crescimento de novos vasos
sanguineos capilares, a partir de vasos sanguineos pré-existentes. E um evento
complexo que depende de indmeros fatores, tais como: fatores mitogénicos e
quimiotaticos, produzidos pelos macrofagos; fatores de crescimento dos fibroblastos;
fator de crescimento endotelial vascular; fator de transformador de crescimento beta,
angiogenina, angiotropina, angiopoietina 1, trombospondina; aumento do &cido latico,
em resultado da baixa do oxigénio e a interacdo da matriz extracelular com citocinas
que estimulam a migracéo e a proliferacdo de células endoteliais. (SLATTER, 2007).

Os novos vasos formam-se a partir de células endoteliais, que migram no sentido
da periferia para o centro da ferida, sobre a malha de fibrina. Mediadores quimicos
oriundos dos macréfagos ativados, estimulam a migragdo e a proliferacdo das células
endoteliais. A angiogénese é responsavel pela nutricdo do tecido, como também pelo
aumento do aporte de células, como macro6fagos e fibroblastos para o tecido lesionado.
(TAZIMA et al., 2008).

Os vasos recém-formados tém participacdo na formacéo do tecido de granulagéo
provisoria e também suprem a necessidade de nutrientes e de oxigénio. Durante o
processo de cicatrizacdo a formacdo de novos vasos é necessaria para a formacao do
novo tecido de granulacdo, em que ocorre na matriz extracelular do leito da ferida com a

estimulagdo mitogénica das células endoteliais (MENDONCA et al., 2009).

1.4 Contracdo da ferida

A ferida sofre o processo de contracéo, permeado por um movimento centripeto
de toda a pele circundante, reduzindo a quantidade e tamanho da cicatriz. Porém, se
ocorre de forma exagerada e desordenada causa defeitos cicatriciais importantes por

causa da diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos (TAZIMA et al., 2008).
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Os miofibroblastos, sdo caracterizados por possuirem microfilamentos de actina
dispostos ao longo da face citoplasmatica e por ligamento de cada célula com a matriz.
A medida que o reparo da ferida vai progredindo, o numero de miofibroblastos vai
diminuindo, até que praticamente ndo tenha mais a deposicdo destes, e entdo a
contracdo da ferida cessa. A contracdo uma vez iniciada sé tera fim quando as margens
da ferida se encontram e entdo, por meio da retroalimentacdo negativa as células se
encostam umas nas outras, e por inibi¢do estimulada pelo contato, elas interrompem o
processo. O processo de contracdo também pode ter fim quando a pele que circunda a
ferida se iguale ou ultrapasse a forca da contragéo, deixando assim tecido de granulagéo

exposto, fazendo com que a epitelizacdo continue, até cobrir a ferida (SLATTER 2007).

1.5 Epitelizacédo da ferida

O processo de reepitelizacdo consiste no recobrimento da ferida por um epitélio
novo e tanto na migracao, quanto na proliferacdo dos queratindcitos, a partir da periferia
da lesdo (MENDONCA et al., 2009).

Nas primeiras 24 a 36 horas ap0s a lesdo, fatores de crescimento epidérmicos
estimulam a proliferacdo de células epiteliais. As células epiteliais migram, a partir das
bordas da ferida, induzindo a contracéo e a epitelizacdo da ferida e, assim, reduzindo a
sua superficie. Os queratindcitos, localizados na camada basal da epiderme, migram
para recobrir a ferida. A epitelizacdo envolve uma sequéncia de alteracbes nos
queratinécitos da ferida: separacdo, migracdo, proliferacdo, diferenciacdo e
estratificacdo (TAZIMA et al., 2008).

A medida que vai ocorrendo a epitelizagdo, também vai ocorrendo o acimulo de
um novo tipo de material na lamina da ferida, sob as células em migracéo, a partir da
margem para o interior da ferida. As células epidérmicas ficam firmemente aderidas na
membrana basal ou na ldmina da ferida e na derme subjacente, e entdo com o tempo a
camada epidérmica se estratifica. Em feridas muito grandes este processo pode levar
semanas, e até mesmo pode nunca se completar deixando assim restos de tecido de
granulacdo exposto no centro da ferida, e a epiderme na direcdo do centro da ferida,
ficar fina (SLATTER, 2007).

1.6 Reorganizagdo da matriz extracelular



14

Essa fase ocorre primeiramente a diminuicdo da velocidade de deposicdo de
colageno, depois ha uma reducéo no contetdo de colageno, pois parte dele esta sendo
degradadas de forma controlada por enzimas proteoliticas secretadas pelos macrofagos,
células epiteliais, células endoteliais e pelos fibroblastos dentro da matriz extracelular.
A vascularizacdo da ferida também diminui, assim como a celularidade do tecido de
granulacdo, na medida em que as células sdo substituidas por mais colageno, os feixes
de fibrina ficam mais espessos e passam a ter mais ligagdes cruzadas. Todo esse
processo pode levar meses a anos para ocorrer, e embora por mais que a cicatriz possa
ter uma grande quantidade de colageno (que pressupde assim o aumento da sua forca

mecanica), esse € um processo extremamente lento (SLATTER, 2007).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados 18 ovinos Santa Inés, de ambos os sexos, adultos, com massa
corporal de aproximadamente 30 quilogramas. A medicacdo anestésica consistiu da
associacao de 0,02 mg/kg de sulfato de atropina SC e ap6s 15 min, administrou-se 0,1
mg/kg de xilazina e 8 mg/kg de cetamina, IM profunda. Com o animal tricotomizado na
parede toracica direita, anestesiado e posicionado em decubito lateral esquerdo,
realizou-se a antissepsia.

Com uma gentil manipulagdo dos tecidos, a incisdo na pele realizada com a
lamina de bisturi, por causar menos traumatismo tecidual que a tesoura, bisturi elétrico
ou laser. De maneira atraumatica com pingcas com dentes finos, as bordas cutaneas
foram manipuladas e o0s vasos sanguineos identificados para realizacdo de hemostasia.
A gordura foi divulsionada e excisada completamente. (FIGURA 1)

Utilizando-se um molde plastico quadrado (7 x 7 cm), demarcou-se na pele a
area a ser excisada, na regido sobre a ultima costela. Os animais foram divididos
aleatoriamente em trés grupos em que 0 grupo controle ndo recebeu nenhum tipo de
tratamento no local da leséo experimental, o segundo grupo foi tratado com a pomada
comercial de Nim (PC) e o terceiro foi tratado com o extrato aquoso de Nim (EA)
ambos diariamente. As folhas e talos do Nim foram colhidos e colocados a sombra para
secagem ao ar para desidratarem e se tornarem quebradicgas. As folhas foram separadas
dos talos e foram moidas, para obtencéo do po.

Para o preparo do EA, foram colocados 150 gramas do pé por litro de agua
quente. Ao misturar o pé na agua, foi feita a agitacdo para homogeneizar a mistura e,
em seguida, deixado em repouso por 24 horas. Apos esse periodo, o EA foi coado,

utilizando-se algodéo e evitando-se residuos de particulas. As feridas foram medidas a
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cada cinco dias, aproximadamente, com o auxilio de um paquimetro, para mensuragao
de sua area, tomando-se para isso as dimensdes de altura e largura das lesGes.

Foram realizadas trés coletas de sangue, sendo uma no dia do procedimento
cirargico (dia 0) e nos dias 7° e 30° ap6s o procedimento para anélise de fibrinogénio e
plaguetas. Os resultados das leses foram submetidos a estatistica descritiva e os de
sangue a ANOVA com as médias sendo comparadas por meio do teste t de Student, a
5% de probabilidade.

Fragmentos de pele para bidpsias foram retirados aos 7, 14, 21 e 28 dias. Para
esta coleta, os animais foram anestesiados conforme o mesmo protocolo descrito
anteriormente. Foi realizada uma incisdo de pele na borda da ferida com o auxilio de um
punch para biopsia de pele de 6 mm, removendo-se a interface entre o tecido sadio e 0
leito da ferida, ndo havendo necessidade de sutura. (FIGURA 2)

Apo6s a remocdo do fragmento de pele, o mesmo foi fixado em formol
tamponado e emblocado em parafina para a realizacdo dos cortes de microscopia com
auxilio de um micrétomo. As laminas de microscopia, contendo os cortes histologicos
das amostras, foram coradas com hematoxilina-eosina para avaliagdo histopatologica.

As amostras de pele de cada um dos animais, obtidas nos quatro periodos
avaliativos, foram analisadas quanto a presenca de Ulcera na ferida, formacéo de crosta,
tecido de granulacdo (TFD), tecido fibrovascular imaturo dérmico (TFID), tecido
fibrovascular maduro dérmico ou fibrose (TFMD), dermatite perivascular profunda
heterofilica (DPPH), dermatite perivascular superficial linfoplasmocitaria (DPSL),
dermatite intersticial granulomatosa (DIG), mineralizacdo e acantose. As ocorréncias
destas alteracdes foram pontuadas de 0 a 3, sendo que o escore O representava a
auséncia de quaisquer uma destas condicdes e os valores 1, 2 e 3 correspondiam a

presenca com leve, moderada ou acentuada intensidade, respectivamente.
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FIGURA 1 — (A) Medicdo da ferida cirargica, com o auxilio de um paquimetro digital;
(B) Realizacdo da anestesia, no local a ser incisado; (C) Inicio da inciséo
da ferida cirdrgica; (D) Realizacdo da ferida cirdrgica; (E) Término da
ferida cirdrgica; (F) Resultado final.
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FIGURA 2 — (A) Medigdo horizontal da ferida cirirgica, com o auxilio de um
paquimetro digital; (B) Medicdo vertical da ferida cirurgica, com auxilio
de um paquimetro digital; (C) Retirada de amostra tecidual, com auxilio
de um Punch de 8mm.
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

No dia 0, os teores de fibrinogénio dos animais tratados foram menores (em até
50%, P<0,001) do que dos animais ndo-tratados, ndo havendo diferenca nos valores nos
dias 7° e 30° (Tabela 1). Nao houve diferenca (P>0,05) nos niveis de plagquetas devido
aos tratamentos (Tabela 2). No 25° dia, as lesdes eram menores nos tratamentos com PC
e EA e no 30° dia, 0 uso do EA resultou em menor &rea de lesdo comparado aos outros

tratamentos (Tabela 3) também ilustrado na Figura 1.

TABELA 1. Niveis de fibrinogénio das ovelhas que ndo receberam tratamento para as
lesBes (controle) e das que foram tratadas com pomada comercial ou extrato aquoso das
folhas de Nim

Fibrinogénio Controle Pomada Extrato Erro Valor de
(o/dL) comercial aquoso padrdéo p

DIAO 0,40a 0,20b 0,27b 0,02 0,001
DIA7 0,60 0,53 0,53 0,07 0,736
DIA 30 0,40 0,40 0,47 0,06 0,705

bMédias seguidas de letras diferentes nas linhas, diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de
probabilidade.

TABELA 2. Niveis de plaquetas das ovelhas que ndo receberam tratamento para as
lesBes (controle) e das que foram tratadas com pomada comercial ou extrato aquoso das
folhas de Nim

Plaquetas Controle Pomada Extrato Erro Valor de
(10%/uL) comercial aquoso padréo p

DIAO 548,33 610,00 588,33 41,20 0,573
DIA7 725,00 706,67 665,00 32,66 0,432

DIA 30 690,00 718,33 611,67 30,41 0,065
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TABELA 3. Area das lesdes em ovelhas que ndo receberam tratamento para as lesoes
(controle) e das que foram tratadas com pomada comercial ou extrato aquoso das folhas
de Nim

Area das lesdes (cm?)

Dia Controle Pomada Extrato aquoso Erro Valor de p
comercial padréo
0 68,87 (6/6) 69,92 (6/6) 66,17 (6/6) 2,61 0,589
5 44,55 (6/6)b 58,25 (6/6)a 47,18 (6/6)b 2,34 0,002
10 33,50 (6/6) 33,99 (6/6) 39,32 (6/6) 2,53 0,231
16 14,74 (6/6) 13,55 (6/6) 14,27 (6/6) 1,82 0,898
21 7,82 (6/6) 6,55 (6/6) 7,18 (6/6) 1,00 0,673
25 5,13 (6/6) 1,81 (2/6) 2,55 (5/6) 0,96 0,066
30 1,96 (4/6) 1,66 (2/6) 0,93 (3/6) 0,82 0,664

dMédias segquidas de letras diferentes nas linhas, diferem entre si pelo teste t de Student a 5% de
probabilidade.
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FIGURA 3 — Reducéo das areas das lesdes teciduais desde o dia 0 até 30 dias.

As plaquetas iniciam o processo de cicatrizacdo pela liberacdo de fatores de
crescimentos que agem no local. Dentre estes fatores, encontra-se o fibrinogénio
(GOLEBIEWSKA e POOLE 2015). O fibrinogénio ¢ um indicador de inflamagéo e
assim, qualquer tipo de inflamacdo ou dano tecidual causa a elevacdo dos niveis
plasmaticos de fibrinogénio (COLVILLE 2006). O uso de qualquer substancia que
resulte com acdo anti-inflamatoria ird contribuir para reduzir o tempo de cicatrizacao
(MAAN etal., 2017).
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N&o houve diferenca estatistica significativa para a maior parte das variaveis
analisadas pela histopatologia, com excecdo da presenca de Ulcera na ferida e da DPPH,
quando o segundo grupo, tratado com a pomada comercialmente disponivel, diferiu
estatisticamente dos demais (p <.0001) aos 7 e aos 14 dias de pos-operatorio, em
conformidade com o periodo em que se observou nas avalia¢cBes visuais, a menor
reducdo das areas das lesdes dos animais deste grupo, com medidas distanciando-se dos

demais grupos (Tabela 4).

TABELA 4. Andlise estatistica dos trés grupos, para os parametros Ulcera e DPPH,
demonstrando diferenca estatistica significativa entre o segundo grupo e os demais, aos
7 e 14 dias de tratamento

S Ulcera
Dias ap0s a Valor
Aplicacio dep
Controle Pomada comercial Extrato aquoso
7 8.166667a 13.583333b 6.75a 0.0512
14 6.833333a 13.583333b 8.083333a 0.0415
DPPH
Dias ap0s a Valor
Aplicacio dep
Controle  Pomada comercial Extrato aquoso
7 8a 13.5b 7a 0.0605
14 6.5a 13.25b 8.75ab 0.0669

dMédias seguidas de letras diferentes nas linhas, diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis a 10% de
probabilidade
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4, CONCLUSAO

O tratamento com Nim em sua apresentagdo de pomada comercialmente
disponivel apresentou uma maior ocorréncia de Ulcera na ferida e dermatite perivascular
profunda heterofilica (DPPH) nos dois primeiros momentos avaliativos, coincidindo
com o periodo em que apresentou menor taxa de reducdo da ferida, conforme avaliacdo
macroscopica. Além disso, embora o Nim no formato de extrato aquoso tenha sido
ligeiramente mais eficiente na velocidade de reducdo das &reas das feridas, ndo
apresentou diferenca estatistica significativa, portanto, o uso da pomada comercial e do

extrato aquoso de Nim ndo foram efetivos em reduzir o tamanho da leséo.
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