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Resumo

O conhecimento popular aconsetha, quando ocorre ferimento pelo espordo do
Mandi-amarelo, a fric¢do no local com o olho do peixe a fim de aliviar a dor e favorecer a
cicatrizagdo. O objetivo desse estudo foi realizar avaliagdo macroscopica e microscopica
do processo de reparo de lesdes cutineas em Ratus norvergicus, apos a utilizagdo do
humor vitreo de Mandi-amarelo (Pimelodus macularus). Foram utilizados 60 ratos
divididos em dois grupos, controle e experimental. No dorso dos animais foram produzidas
lesdes com lem de didmetro. Apos a cirurgia e a cada 24 horas foi aplicado 75ul de
solug@o de humor vitreo de Mandi-amarelo em PBS no grupo experimental e apenas PBS
no grupo controle. As lesdes foram medidas, diariamente, com paquimetro para calculo da
area e 0 aspecto macroscopico da lesdo foi avaliado. Ao final de 2. 5 e 7 dias, dez animais
de cada periodo foram sacrificados, a regifo da lesdo foi removida, fixada em formo 10%
em PBS e processadas para inclusio em parafina. Os cortes com cerca de S5um de
espessura foram corados em Hematoxilina e Eosina e analisados ao microscopio de luz,
para analise qualitativa da evolugdo do reparo e quantitativa da neovascularizagdo. Os
dados obtidos foram analisados utilizando o teste de Wilcoxom com nivel de significancia
estabelecido em 95%. A analise estatistica apresentou diferenca significativa nos periodos
de 2 dias (p=0,0021) e S dias (p=0,0032), na reducdo da area da lesio no grupo
experimental quando comparado ao controle. No periodo de 7 dias ndo houve diferenca
estatistica significante (p=0,1615) na area da lesdo entre os grupos. Macroscopicamente, as
lesdes do grupo experimental até 96hs apresentaram aspecto de cicatrizagdo melhor. A
analise histologica qualitativa das lesdes dos animais controle aos 2 ¢ 5 e 7 dias
apresentaram conjuntivo com fibras colagenas delgadas entre fibroblastos com morfologia

estrelada, plasmocitos, macrofagos, linfocitos e predominio de polimorfonucleares. Nos



animais experimentais houve maior numero de vasos neoformados e hiperémicos, a
maioria contendo polimorfonucleares. O conjuntivo apresentou fibras colagenas menos
delgadas e mais organizadas, apresentando predominio de fibroblastos fusiformes e
paralelos a superficie. A analise estatistica ndo mostrou diferenca significativa na
quantidade de vasos sanguineos entre os grupos controle e experimental, nos periodos de 2
dias (0,053), 5 dias (0,535) e 7 dias (p=0,522). Os resultados obtidos sugerem que a
utilizagdo do humor vitreo do Mandi-amarelo (Pimelodus maculatus) em lesdes cutineas
de Ratus norvergicus acelerou o processo de cicatrizacdo, promovendo um melhor aspecto

na reparagio tecidual.



1. Introducio

1.1. Histologia da Pele

A pele ¢ o maior ¢rgdo humano e tem como principal fun¢do o revestimento
externo e conseqiiente protegdo do corpo contra radiagdes e invasdo biologica, alem de
regular a passagem de material interno e externo (EBLING, 1992). A pele também tem o
importante papel de prevenir a perda de liquidos, proteinas e sangue, bem como manter a
termorregulacdo, sintetizar vitamina D e converter esteroides (EBLING, 1992;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Durante a evolugdo dos organismos, apesar da diferenciagdo anatomica, certos
elementos constituintes da pele s3o encontrados conservados nos diferentes grupos de seres
vivos. O colageno, uma proteina estrutura comum em vertebrados, € o principal
constituinte da cuticula do Ascaris lumbricoides e alguns peixes apresentam queratina com
funcdo de protegdo em sua pele, assim como em mamiferos (CRUVINEL, 2000).

A pele de todos os vertebrados apresenta-se constituida basicamente por uma
epiderme e derme subseqiiente (EBLING, 1992; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). A
epiderme ¢é constituida de epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, sendo
responsavel pela relativa impermeabilidade da pele e pela protegdo contra o atrito. Suas
células sdo renovadas a partir da camada basal. Além dos queratinocitos, o epitélio
apresenta melanocitos, células responsaveis pela formagdo da melanina, que pigmenta a
pele; células de Langerhans, apresentadoras de antigeno; e células de Merkel, células
neuroepiteliais. A espessura epitelial varia de acordo com o local estudado e sua renovacdo
¢ constate, sendo, no caso da epiderme humana, substituida a cada 20 a 30 dias

(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).



A derme ¢ o tecido conjuntivo subjacente a epiderme e tambem apresenta espessura
variavel de acordo com a regido, atingindo um maximo de 3mm na planta do pe em
humanos. A derme desempenha fungdes de sustentagdo, preenchimento, defesa e nutri¢do
da pele. As fungdes de sustentagdao e preenchimento sdo dadas pelas diversas fibras ¢
substancia fundamental que constituem a matriz extracelular. O papel da derme na nutrigao
da pele decorre da sua intima associagdo com vasos sanguineos. A derme contribui ainda
para a defesa do organismo atraves de células como, macrofagos. plasmacitos, mastocitos
e leucocitos. Essas células apresentam-se em maior quantidade na derme quando nesta
instala-se inflamagdo. Também estdo presentes na derme células adiposas e células
mesenquimais, estas auxiliam na reparagdo tecidual (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

A matriz extracelular da derme tem aspecto gelatinoso e € composta por
macromoléculas alongadas, tais como as glicosaminoglicanas, proteoglicanas €
glicoproteinas adesivas. Estas sdo muito hidratadas e formam um esqueleto entrelagado e
ligado as fibras do conjuntivo € a receptores de membrana denominados integrinas
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). A rede complexa de macromoléculas apresenta as
funcdes de seqiestrar agua, mantendo o turgor dos tecidos moles, reter minerais mantendo
o enrijecimento dos tecidos esquel€ticos, armazenar fatores de crescimento, controladores
da proliferagio celular e dar condigdes as células para aderir e migrar (CONTRAN,
KUMAR, COLLINS, 1999; PEREIRA, 1999).

As macromoléculas da matriz extracelular sdo representadas por: proteinas
estruturais fibrosas como o colageno, que forma as fibras colagenas e reticulares, ¢ a
elastina, que forma as fibras elasticas; glicoproteinas de adesdo, como a fibronectina € a
laminina, sulfatos de condroitina, queratana, dermatana e heparana (CONTRAN,

KUMAR, COLLINS, 1999; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; PEREIRA, 1999).
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Além das macromoléculas existentes na matriz extracelular outras proteinas,
denominadas matricelulares, ndo atuam como proteinas estruturais, mas interagem com
proteinas da matriz, receptores de superficie celular, fatores de crescimentos, citocinas e
proteases. As proteinas matricelulares sdo soliveis em agua e muitas sfo ricas em
cisteinas, como, a osteonectina, que contribui para o remodelamento tecidual em resposta a
injurias; as trombopontinas, inibidoras da angiogénese, osteopontinas, reguladoras da
calcificagdo e mediadora da migra¢do de leucdcitos; e alguns membros da familia das
tenascinas, envolvidos na morfogénese e na modulagio da adesio celular (CONTRAN,
KUMAR, COLLINS, 1999; CRUVINEL, 2000).

Na interface entre o epitélio € o conjuntivo existem muitas cunhas epiteliais e
papilas dérmicas, com numerosos vasos sanglineos, responsaveis pela colora¢do vermelha
da pele. O conjuntivo da pele apresenta fibroblastos, macrofagos, mastécitos € um nimero
significativo de linfocitos T (TEN CATE, 1998). A presenca de linfocitos T € devida a
potencial entrada de patogenos que a pele esta sujeita (BAERT ef al, 1996).

Pélos sdo anexos da pele desenvolvidos por meio de invaginagdes da epiderme e
sao envolvidos por foliculos pilosos. Estes sdo contornados na base pela papila dérmica, de
origem mesodérmica. Feixes de musculos lisos denominados, musculos eretores dos pélos,
encontram-se inseridos na bainha conjuntiva do foliculo e na camada papilar da derme
(EBLING, 1992; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

As glandulas também sdo anexos importantes da pele, sendo de trés tipos: glandulas
sebaceas ou holocrinas, as quais tém seus ductos desembocando na porgdo terminal dos
foliculos pilosos; sudoriparas merocrinas, encontradas, no homem, em quase todas as
regides anatomicas com localizagao na derme reticular profunda; ¢ glandulas sudoriparas
apocrinas situadas nas regides das axilas, perianal e auréolas mamaria, tendo sempre seus

ductos desembocando num foliculo piloso (CRUVINEL, 2000; JUNQUEIRA &
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CARNEIRO, 2004). As secregdes glandulares protegem inespecificamente contra
patogenos na superficie cutdnea, mantém a termorregulacio e geram odores com fungédo de
comunicagio socio-sexual (CRUVINEL, 2000; EBLING, 1992).

A hipoderme ¢ formada por tecido adiposo unilocular unindo a derme aos orgaos
subjacentes. Essa camada ndo ¢ considerada parte da pele, tendo o papel de deslizamento
da pele sobre as estruturas nas quais se apdia e proporciona prote¢do contra o frio
(CRUVINEL, 2000; JUNQUEIRA & CARNEIRO., 2004).

A pele ¢ nutrida por dois plexos arteriais e trés venosos: o terceiro plexo situa-se na
derme intermediaria. Os vasos linfaticos iniciam-se com tubos de fundo cego na camada
papilar da derme convergindo-se para um plexo entre as camadas papilar e reticular. Estes
vasos emitem ramos para outro plexo localizado entre a derme e a hipoderme
(CRUVINEL, 2000; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

A inervagdo da pele ¢ do tipo autdnoma, sendo colinérgica para as glandulas
merocrinas e apocrinas e adrenergicas para as glandulas holocrinas, musculo liso e
arteriolas. Na derme e na hipoderme localizam-se terminacdes neurais sensitivas que
podem ser livres ou encapsuladas e apresentam a fungdo de percepgio do tato, da pressao,

do calor e do frio (CRUVINEL, 2000; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

1.2. Cicatrizacio da Pele

Quando ocorre alguma agressdo, processos fisiologicos sio desencadeados no
intuito de recuperar a integridade tecidual, sendo a cicatrizacio um dos principais
processos utilizados pelo organismo (BEVILACQUA e al, 1988; CONTRAN et al. 1996:

TROWBRIDGE & EMILING, 1996).



O processo de cicatrizacdo € uma seqiiéncia de eventos moleculares e celulares que
podem ser identificados como fendmenos teciduais pos-traumaticos que ocorrem devido ao
desequilibrio instalado apos a injaria. Este processo de forma geral apresenta as seguintes
etapas: inflamacgdo; proliferagio fibroblastica (fibroplasia); proliferacio de wvasos
sanguineos (angiogénese). sintese de tecido conjuntivo; e reepitelizagdo (CRUVINEL,
2000; HUNT, 1981).

De acordo com a extensio e grau de destruigdo produzidos pela injiria o processo
de cicatrizacdo pode ser por 1 ou 2% intengdo A cicatrizagdo por 1 intengdo ocorre quando
ha perda minima de tecido sendo mais rapida e com formac¢do de cicatrizes menores. A
fenda da lesdo € estreita e a destruig@o tecidual nas bordas ¢ menor (BOGLIOLO e al,
1994; CARDOSO, 2003). A cicatrizagdo de 1" intengdo caracteriza-se por ser uma incisio
simples que pode causar a morte de um pequeno numero de celulas epidermais e de tecido
conjuntivo com danos minimos as estruturas anexas na derme. Ao lesar pequenos vasos
sangiineos causa hemorragia e o sangue extravasa pelo corte formando um coagulo rico
em fibrina, ocupando o espago entre as margens da lesdo. A partir deste coagulo e do
tecido lesado, surgem fatores quimiotaticos e vasbativos promovendo a exsudacdc de
fagocitos do sangue para as margens da lesao (BOGLIOLO er al, 1994, CARDOSO,
2003).

Nas primeiras 24 horas surge uma pequena reacdo inflamatoria nas bordas da lesio
denominada fase de rea¢do inflamatoria aguda, ou exsudativa que se caracteriza pela
exsudacdo de fluidos, deposito de fibrina e migrag@o de neutrofilos, mondcitos € linfocitos.
Em seguida, o coagulo sangiiineo ¢ digerido por enzimas liberadas pela desintegragio de
neutrofilos (CARDOSO, 2003; McGEE et al, 1992). Nas 48 horas apds a injuria o
exsudato passa a ser constituido predominantemente de macréfagos que digerem a fibrina,

matriz extracelular danificada, hemacias e restos celulares. As células lesadas, fibronectina



e enzimas lisossomais dos neutréfilos produzem fatores quimiotaticos para macrofagos
(BOGLIOLO ez al, 1994; CARDOSO, 2003).

No homem a regeneracdo epitelial comega a ser observada 18 a 24 horas depois da
lesdo, sendo a migragdo celular um dos primeiros sinais da reepitelizagdo.  Os
queratinocitos migram a partir da borda apoiando-se em tecidos viaveis. Além disso, entre
24 e 36 horas apos a lesdo, um nimero aumentado de células da camada basal da epiderme
passa a sofrer mitose e migra para a superficie do coagulo recompondo o epitélio. As
células da camada basal tambem secretam componentes da membrana basal restaurando
gradualmente a epiderme. Dentro de 48 horas a restaurag@o epitelial da area lesada ja pode
ser observada sob forma de uma fina e¢ continua camada epitelial. Apos alguns dias a
proliferacdo epitelial ainda ocorre para que a epiderme possa se restabelecer por completo
(CARDOSO, 2003; McGEE et al, 1992).

Na restauracao da derme e do tecido subcutdneo ocorre a proliferacdo de vasos
sangliineos e fibroblastos, que formam o tecido de granulagdo, o qual recebe esse nome
pela sua aparéncia macroscopica (CARDOSQO, 2003; McGEE er al, 1992). A angiogénese
também ¢ responsavel pela nutrigdo e oxigenagdo dos tecidos em cicatrizagdo
(CARDOSO, 2003). Apos a exsudagdo dos fagocitos, ha uma proliferacdo endotelial,
seguida pelo crescimento de um tecido conjuntivo vascularizado com posterior
preenchimento do espago antes ocupado pelo coagulo, formando o tecido de granulagdo

(CARDOSO, 2003; McGEE et al, 1992).

Concomitantemente a neovascularizagdo os fibroblastos do tecido conjuntivo das
margens tornam-se ativados, proliferam, migram em dire¢do ao coagulo em reabsorgéo, e
sintetizam 0s componentes da matriz extracelular. Estas células hipertrofiam, apresentando
grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso ¢ complexo de Golgi proeminente,

adquirindo morfologia de célula secretora entre 4 a 5 dias apés a lesdo. Cerca de 5 dias



apos a injuria tecidual. o tecido de granulagdo preenche todo o espago da lesdo, e a
epiderme ja adquire sua espessura normal, inclusive com inicio de queratinizagdo
(BOGLIOLO er al, 1994, CARDOSO, 2003; McGEE ¢t al, 1992).

A cicatrizago cuténea requer interagbes complexas entre grande variedade de tipos
celulares para restaurar a integridade tecidual (RICHES, 1996). Organismos patogénicos
liberam antigenos a partir da destruicdo tecidual ativando mecanismos de defesa do
organismo. Fagocitos mononucleares e polimorfonucleares, células “natural killer” (NK) e
produtos da ativagdo do complemento fazem parte de mecanismos nao especificos ativados
para a recuperagdo tecidual. Além disso, um sistema de defesa especifico é também
ativado e inclui a formagdo de anticorpos por linfécitos B, ativacdo de linfocitos T e
celulas apresentadoras de antigeno (SCHAFFER & BARBUL, 1998). Leucdcitos, como
macrofagos, exercem papel central na transi¢do entre a fase inflamatéria e a formacgdo do
tecido de granulagdo na cicatrizagdo (RICHES, 1996). Os linfocitos ndo sio requeridos
para a iniciagdo deste processo, mas a resposta imune celular é essencial para a
continuidade da reparacdo tecidual. Estas células estdo presentes entre o infiltrado de
células mononucleares e interagem com os macrofagos para regular a fase efetora da
resposta inflamatoria (BLISTEIN-WILLINGER, 1991).

Os mastocitos humanos tém a capacidade de influenciar a proliferagio, produgio de
colageno e atividade contratil dos miofibroblastos no desenvolvimento de fibrose e nos
estagios tardios da cicatrizagdo (XU et al, 2002). Os miofibroblastos, por sua vez, sdo as
principais células envolvidas na sintese dos componentes da matriz extracelular (LORENA
et al, 2002).

Com o tempo, os vasos sangiineos sofrem trombose, degeneram e sio
reabsorvidos. Os canais linfaticos também séo observados no tecido de granulacdo e, assim

como na circulagdo sangliinea, a circulagdo linfatica e restabelecida. As células fagocitarias



vio se tornando cada vez mais raras e o tecido de granulagdo passa a ser constituido de
tecido conjuntivo menos vascularizado e mais denso localizado abaixo da epiderme ja
estabelecida. Simultaneamente ocorre a contra¢do da lesdo. Tal fendmeno ocorre devido a
caracteristica contratil que os fibroblastos adquirem, agora miofibroblastos, aproximando
ainda mais as bordas da lesdo. Na cicatrizagdo por 1* intengdo a contra¢do € pequena
(CARDOSO, 2003; McGEE et al, 1992).

A cicatrizagio esta consolidada por volta dos dez dias, em seguida ha uma
remodelacdo do colageno para que o tecido adquira resisténcia maxima (BOGLIOLO er al,
1994: CARDOSO, 2003). Contudo, mesmo apds meses depois da regeneragdo tecidual os
tecidos lesados nunca terdo a mesma resisténcia a forgas tensoras de tecidos ndo lesados
(BOGLIOLO ef al, 1994; McGEE et al, 1992; CARDOSO, 2003).

Quando ha maior perda de tecido e as lesdes formadas sdo abertas, ou seja, nao se
faz o fechamento imediato da lesdo, a cicatrizagdo ¢ denominada secundaria ou por 2°
intencdo. A formagio de tecido de granulagdo, fibrose e cicatriz sdo muito mais visiveis
que na cicatrizagdo por 1* intengdo. Os dois tipos de cicatrizagdo apresentam oS mesmos
mecanismos basicos, porém o processo de reparagdo de cicatrizes abertas ¢ mais lento.
Sendo as diferencas mais quantitativas que qualitativas (CRUVINEL, 2000; CARDOSO,
2003; McGEE et al, 1992).

Assim como em cicatrizagdo por 1% intengdo a lesdo causa hemorragia e formacao
de coagulo rico em fibrina e fibronectina, seguidos pela migragdo de polimorfonucleares e
depois de macrofagos (BOGLIOLO et al, 1994).

A contragdo e a epitelizagio sdo considerado os dois eventos fundamentais na
cicatrizagdo por 2 intengdo, sendo que em menos de 24 horas ocorre a migragio epitelial.
O tecido de granulagdo origina-se do tecido conjuntivo circunjacente fazendo saliéncia na

superficie da lesdo. Os fibroblastos sdo essenciais para a indugdo da formag@o do tecido de



granulag@o, o qual se forma entre o terceiro € o quarto dia apos a lesdo (CRUVINEL,
2000).

Os queratinocitos adquirem carater migratorio e, a partir das bordas da lesdo,
formam uma camada celular continua. Neste momento, as células se tornam estacionarias e
passam a produzir componentes da membrana basal (CARDOSO, 2003). A fungdo de
contragdo € dos miofibroblastos, que contém quantidades consideraveis de actina e
miosina, que interagem para gerar contragdo (BOGLIOLO ef al, 1994; CARDOSO, 2003).
A cicatriz tecidual que cobre a lesdo € caracterizada por bandas de colageno paralelas a
superficie da pele e pequenos vasos sangiineos dispostos perpendicularmente entre a
epiderme e a derme (McGEE er a/, 1992). Estruturas anexas sao quase sempre ausentes nas
cicatrizes de pele. O fechamento da lesdo ocorre de maneira bem mais lenta que na
cicatrizagdo por 1* inten¢gdo podendo demorar duas semanas ou mais. Quando ha o
fechamento da lesdo ocorre o fendmeno denominado apoptose, ou morte celular
programada, remodelando o tecido de granulagdo, degradando matriz extracelular e
diminuindo a celularidade tecidual (CARDOSO, 2003; CRUVINEL, 2000). Assim com
em cicatrizagdo primaria a resisténcia da cicatriz aumenta de acordo com a remodelagio
das fibras de colageno. As cicatrizes sofrem retragdo e remodelamento em graus variaveis

podendo diminuir ou mesmo desaparecer (BOGLIOLO er al, 1994).

1.3. Produtos naturais utilizados para a cicatrizacao

O conhecimento sobre mecanismos basicos de cicatriza¢gio tem evoluido
rapidamente, devido a importancia desse processo na manutengio da integridade tecidual.
Ao longo do tempo, as pesquisas levaram a uma nova €poca em que se pretende interferir

na biologia molecular, influenciando a sintese de substancias envolvidas nos eventos de
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reparacio (BEVILACQUA er al, 1988). Desde a antiguidade existem registros de produtos
naturais utilizados em lesdes com o objetivo de promover a otimizagio da cicatrizagdo com
reduzida contaminacdo. Este fato veio se difundindo até os dias atuais e os cientistas e
ecologistas continuam na incessante busca por novos medicamentos (CESAR, 1998).

As ervas medicinais foram utilizadas como uma das primeiras intervengdes
farmacologicas na cura de lesdes e, atualmente, 25% das drogas utilizadas sdo derivadas
das plantas (BEGERON & WYNN., 1996).

A eficacia do uso do agucar granulado no tratamento de lesdes infectadas ja foi
constatada por Seal & Middleton (1991), que observaram que a pasta de agucar reduzia a
agua da lesdo inibindo o crescimento bacteriano e ainda, obteve sucesso na cicatriza¢ao das
lesOes.

O 6leo de copaiba foi utilizado em estudos de reparagdo tecidual em camundongos
(Mus musculus) e foi demonstrada eficacia no auxilio da cicatrizagdo de lesdes cutaneas
(EURUDES er al, 1998).

Uma solu¢do a base de muco (“baba”) de Escargot (Helix aspersa maxima)
liofilizado foi utilizado no tratamento de lesdes cutdneas e foi constatado que houve
aceleracio no processo de regeneracdo da pele (CESAR, 1998).

O mel, produto natural de abelhas affricanas, foi utilizado na regeneragdo de lesdes
cutineas de ratus norvergicus e foi observado aumento significativo na contragao da lesao,
menor formacdo de tecido de granulagdo e aceleragdo no processo de angiogénese,
demonstrando sua eficacia na reparagdo tecidual (OSUAGWU er a/, 2004).

No México tem-se testado diversos biomateriais tais como ceramicas enriquecidas
com zinco e calcio em diferentes porcentagens para tratar lesdes cutdneas em rafus

norvergicus. A analise histologica demonstrou que houve methora no processo de
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restabelecimento da pele nos ratos que receberam tratamento com ceramica enriquecida

com Zn e Ca(OH)2 (PINA-BARBA ¢f al, 2004).
Na India utilizou-se uma membrana de colageno enriquecida com curcumim para
reparacao tecidual. A membrana enriquecida também atuou como uma matriz, um suporte

para que OCOTTesse a regenera¢do da pele. Os animais que foram tratados com a matriz de

colageno enriquecida de curcumim apresentaram uma proliferagao mais eficiente quando

comparados com 0s animais somente tratados com o filme de colageno. Acredita-se que tal

resultado se deva ao fato de que 0 curcumim quando incorporado na matriz de colageno

mantém a estabilidade hidrotermal o que ndo acontece nos filmes de colageno normais
(GOPINATH ef al, 2004).

Uma solucdo feita a base de casca de butea monosperima, uma arvore comum na
India, foi utilizada no intuito de melhorar a cicatrizagdo de lesGes em ratos de linhagem
Winstar. O extrato aumentou a proliferagdo celular ¢ a sintese de colageno na lesdo. Alem
disso, houve maior reepitelizagdo e contragao da lesdo, o que foi constatado ao se estimar a
quantidade de colageno produzida no tecido de granulagdo e por meio da analise
histologica da lesdo (SUMITRA, MANIKANDAN, SUGUNA, 2005).

Uma pomada formulada a base de Celosia argentea, uma arvore utilizada
tradicionalmente em medicina alternativa na cura de ulceras, foi utilizada com o intuito de
intensificar a cicatrizagdo de queimaduras. O extrato de Celosia argentea acelerou 0
processo de reparo, provavelmente por apresentar acdo mitogénica, atuando principalmente
na resposta celular de dois tipos celulares, os fibroblastos ¢ os queratinocitos (PRIYA e7 al,

2004).
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1.4. Mandi-amarelo (Pimelodus maculatus, lacepede, 1803, Pimeloidae)

O Mandi-amarelo (Pimelodus maculatus) pertence ao filo Chordata, classe
osteichthes, subclasse Teleostei, ordem Siluriformes e familia Pimeloidae. E um peixe de
médio porte, chegando a medir 40 cm e pesar 3 kg. Seu corpo € alto e a cabega € curta ¢
baixa, com a boca terminal e a fenda bucal ampla, ndo possuindo dentes no palato. Os
barbilhdes maxilares sdo longos, alcangando a regido do pedinculo caudal. O dorso ¢
cascalho-escuro, com trés a quatro séries longitudinais de manchas negras sobre o flanco.
As nadadeiras possuem manchas negras e pequenas. Este animal apresenta espordes em
suas nadadeiras peitorais e dorsal, nos quais ha muco toxico (PAPAVERO, 1994,
GOMIERO, 1996).

O género Pimelodus sp como a maioria dos peixes de couro € bentdnico, habitando
o fundo dos ambientes aquaticos (ALVES, 1998). Estes peixes sdo de piracema, fazendo a
migra¢do reprodutiva rio acima para a desova, que ocorre por volta de fevereiro com a
elevacdo do nivel da agua devido as chuvas. Apresenta em sua primeira maturacdo sexual
o comprimento medio de 12,5 a 18 cm para machos ¢ 12,19 cm para fémeas (SATO &
GODINHO, 1988). E um peixe onivoro ¢ alimenta-se de larvas bentdnicas de insetos,
algas, moluscos, peixes e fragmentos vegetais. Acumulam gordura no inverno que sera
utilizada para a maturagdo das gonadas, para a reproducdo no verdo (ALVES, 1998).

O Mandi-amarelo (Pimelodus maculatus) é um peixe capturado a ano todo, em
pogos de rios, sendo importante para a pesca uma vez que sua carne ¢ muito utilizada na
alimentagdo.

O conhecimento popular aconselha, quando ocorre ferimento pelo espordo do

Mandi-amarelo (Pimelodus maculatus), que se friccione na lesido o olho do animal,
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expelindo o humor vitreo, a fim de aliviar a dor lancinante e favorecer a cicatriza¢do
(NOMURA, 1996).

O olho dos vertebrados apresenta uma forma aproximadamente esférica, com
fun¢do de promover a visdo. A cornea cobre a porgdo anterior do globo, ela é um tecido
transparente de alto poder refratario e € contornada por uma fina pelicula lacrimal
contendo, por exemplo, a lisozima, uma enzima bacteriolitica. A parte posterior do globo €
protegida pela esclera, um revestimento que ndo ¢ diretamente envolvido no processo de
visdo. O interior do olho € essencialmente composto por trés constituintes: cdmara anterior
(preenchida por humor aquoso), cristalino e corpo vitreo (preenchido por humor vitreo). A
luz € capaz de atravessar esse meio transparente, finalmente atingindo a retina, a qual € o
centro do processo visual (DURCHSCHLAG et al, 1999)

O corpo vitreo € preenchido por um gel (humor vitreo) claro e altamente viscoso,
que ocupa cerca de 90% do volume total do olho, promovendo o suporte estrutural do olho
e a absor¢do de choques. Os principais constituintes do humor vitreo sdo agua (99%),
fibrilas colagenas e, especialmente, acido hialurénico, algumas substancias de baixo peso
molecular, tais como, eletrolitos (NaCl), acido ascorbico, uréia, glicose e lactato e
proteinas (tabela 1) (DURCHSCHLAG er al, 1999). Estas podem ser divididas em
proteinas estruturais, como, proteoglicanas e glicoproteinas adesivas, e proteinas nao
estruturais denominadas proteinas organizadoras ou matricelulares (CRUVINEL, 2000).

A cicatrizagdo de lesdes esta diretamente ligada as proteinas, uma vez que estas
participam de todas as fases do processo de reestruturagdo tecidual, desde a ativagdo da
cascata de coagulagio por enzimas até a contragdo da lesdo e sua epitelizagdo por meio da
adesdo e migra¢do celular. Tanto as proteinas estruturais como as matricelulares estdo

envolvidas no processo de reparagdo tecidual de todos os tipos de tecido (CRUVINEL,

2000).
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A procura por substancias protéicas para evitar infec¢do local, acelerar a
eliminacdo dos tecidos mortos e induzir o fechamento das lesdes sempre foi uma
preocupagio constante no meio cientifico (CESAR, 19938).

O Mandi é um peixe pouco pesquisado, ndo havendo na literatura nenhum estudo a
respeito do poder analgésico, cicatrizante bem como a caracterizagdo bioquimica de seu

humor vitreo, sendo este uma fonte inexplorada de proteinas.
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2. Objetivo

Este estudo teve como objetivo realizar avaliagdo macroscopica € microscopica do
processo de reparo de lesdes cutdneas em Rafus norvergicus. apos a utilizagdo do humor

vitreo de Mandi-amarelo (Pimelodus maculatus).
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3. Material e Métodos

3.1. Obtenciio de humor vitreo

Neste estudo foram utilizados 75 Pimelodus maculatus (Mandi-amarelo) provindos
do Rio Paranaiba, da cidade de Cascalho Rico-GO (Figura 1). Os animais foram mantidos
em quarentena no tanque do Departamento de Citogenética da Universidade Federal de

Uberlandia. Apos esse periodo, 0s animais foram sacrificados, o humor vitreo retirado €

diluido em PBS 0,1M pH:7,2 na proporgao de 1:1.

3.2. Animais Experimentais

Neste estudo foram utilizados 60 Ratus norvergicus (Winstar) adultos machos, com
8 a 12 semanas, mantidos no biotério da Area de Ciéncias Fisiologicas do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia. Os animais foram mantidos
em condigdes de isolamento em gaiolas individualizadas, com agua e comida ad libitum e
ciclos alternados de luminosidade a cada 12 horas. Todos os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com os principios éticos em pesquisa animal estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal.

Para os procedimentos cirirgicos os Ratus norvergicus foram anestesiados, por via
intra-peritoneal com solugdo de Tiopental sodico 20ml/g (thionembutal, Abbott), 0,002
ml/g de peso corporal. Em seguida, na pele dorsal dos animais, foi realizada tricotomia e
produzida uma lesdo circular em uma area previamente demarcada, com cerca de 1,0 cm

de didmetro (Figura 2).
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Os animais foram divididos em dois grupos: experimental e controle. Logo apds a
cirurgia e a cada 24 horas, durante sete dias, foi administrado nas lesdes 75ul de solugio de
humor vitreo de Mandi-amarelo em tampdo PBS 0.1 M no grupo experimental ¢ apenas

PBS 0,1M no grupo controle.

3.3. Anailise Macroscopica da evolucio das lesoes

As lesdes produzidas foram medidas diariamente com auxilio de um paquimetro. A
area da lesdo foi calculada utilizando a formula matematica para calculo de area de elipse
(A= 0,79abh, onde a corresponde ao didmetro maior e b corresponde ao didmetro menor).
Quando as lesdes apresentavam area circular foi utilizada a formula matematica para
calculo de area do circulo (A= 3.142r°, onde r corresponde ao raio do didmetro da lesao).
Para cada um dos periodos estudados (2, 5 ¢ 7 dias) foi calculada a redugdo da lesao (area
final — area inicial) em porcentagem. Os dados foram analisados no teste ? para definir se
eram normais ou ndo-normais. Uma vez definidos como ndo-normais os dados foram
analisados por um teste ndo paramétrico, denominado teste de Wilcoxom com nivel de
significancia estabelecido em 95%.

Caracteristicas como coloracdo, formagdo de exsudato, umidade e formagdo de

casca também foram observadas nos grupos controle e experimental.

3.4. Analise Histolégica — Evolucio microscopica da lesido

Ao final de 2. 5 e 7 dias, dez animais de cada grupo foram sacrificados. A regido da
lesdo na pele dorsal foi removida e fixada a placas de parafina, com o auxilio de alfinetes

permanecendo distendida (CONCEICAOQ, 2004). Este conjunto foi imerso em formol 10%
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em PBS 0,1M por 24 horas. Em seguida, as amostras foram desidratadas em concentragdes
crescentes de etanol e processadas pela técnica de rotina para inclusdo em parafina. Os
cortes semi-seriados com cerca de Sum de espessura, foram corados em Tricromico de
Mallory ou Hematoxilina e Eosina e analisados ao microscépio de luz.

Os vasos sanguineos foram quantificados nos cortes corados em HE, utilizando
objetiva de 10X. Em cada corte histolégico foram considerados 5 campos microscopicos,

sendo analisadas 20 laminas de cada animal. Os dados foram analisados utilizando o Teste

Wilcoxom com nivel de significancia estabelecido em 95%.

e ———

Figura 01. Mandi-amarelo (Pimelodus maculatus) fonte: CEMIG/CETEC, 2000.

Figura 02. Desenho esquemdtico mostrando o local da lesdo na regido dorsal do animal

(Ratus norgergicus).
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4. Resultados

4.1.  Anilise macroscépica da evolucio das lesdes

4.1.1. Anilise qualitativa

Vinte e quatro horas (1 dia) de pos-operatorio as lesdes dos animais do grupo
experimental apresentaram aspecto melhor de cicatrizagio em relacio aos animais
controle. As lesdes mostraram-se mais sécas, com pouca produgio de exsudato, coloragio
rosea e tendendo a formacdo de casca. Enquanto as lesdes dos animais do grupo controle
apresentaram  aspecto umidificado, com grande produgdo de exsudato, coloracédo
esbranquigada e sem tender a formacgao de crosta.

Quarenta e oito horas (2 dias) de pos-operatorio as diferencas observadas no
primeiro dia continuaram sendo evidentes entre os grupos experimental e controle. Na
maioria dos animais do grupo experimental as lesdes nio apresentaram exsudato e ja se
observara crosta com aspecto seco e coloragdo rosea. As lesdes dos animais controle
continuaram apresentando aspecto umidificado, coloragdo esbranquigada e sem formagao
de casca, com uma pequena reducio do exsudato.

Setenta e duas horas (3 dias) de pos-operatorio as lesdes dos animais do grupo
experimental apresentaram aspecto seco, sem exsudato, colora¢do vermelho-claro e crosta
mais evidente. As lesdes dos animais controle apresentaram-se menos umidificadas, com
redugdo do exsudato, coloragdo castanho-claro e tendendo formagdo de crosta.

Noventa e seis horas (4 dias) de pos-operatorio as lesdes tanto dos animais do grupo
controle quanto dos animais do grupo experimental apresentaram aspecto seco, sem
produgdo de exsudato, coloragdo castanho escuro e crosta. A partir desse periodo nao

foram observadas diferencas evidentes entre os grupos.
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A andlise estatistica apresentou diferenca significativa nos periodos de 2 dias,

(p=0,0021) e 5 dias (p=0,0032), na reducdo da area da lesdo no grupo experimental

quando comparado ao controle (Tabela 1 e 2) No periodo de 7 dias ndo houve diferenca

estatistica significante (p=0,1615) na area da lesdo entre os grupos controle e experimental

(Tabela 3).

Tabela 1 - Area total da lesdo no tempo zero (lesdo inicial) e em dois dias, nos grupos controle

(Cont) e experimental (Exper).

Lesio inicial 2 dias Redugdo da lesio Redugdo da lesdo
Animal (mm?) (mm?) (mm?) (%)

Cont  Exper  Cont Exper Cont Exper Cont Exper

1 7,11 6,32 5,53 5,03 1,58 1,29 22,22 20,41

2 6,36 7,11 6,36 5,58 0 1,53 0 21,51

3 7,11 8,53 7,11 7,11 0 1,42 0 16,64
4 7,11 7,78 6,36 5,58 0,75 2,2 10,54 28,27

5 7,11 8,53 6,36 5,58 0,75 2,95 10,54 34,58

6 8.7 8,69 8,7 7,86 0 0,83 0 9,55

7 9,56 7,11 8,7 5,53 0,86 1,58 8,99 2222

3 7,11 7.11 6,88 3,79 0,23 3,32 3,23 46,69

9 7,86 8,7 7.86 4,98 0 3,72 0 42,75
10 10,43 7,11 8,53 5,53 1,9 1,58 18,21 22,22
Média 785 770 724 5.66 0,61 2,04 737 26,48

Area da lesdao em mm? dos animais controle e exp

erimental no periodo de 2 dias pos-

operatorio. Lesdo inicial (mm?): area da lesdo produzida na cirurgia; 2 dias (mm?): area da

lesdo aos 2 dias pos-operatorio; Redugdo da lesio (mm?): redugdo absoluta da area da lesdo:

Redugdo da lesdo (%): Reducio em porcentagem da area da lesdo.



Tabela 2 - Area total da lesio no tempo zero (lesdo inicial) e em cinco dias, nos grupos

controle (Cont) e experimental (Exper).

Les3o inicial 5 dias Redugio da lesdo Reducdo da lesdo
Animal (mm?) (mm?) (mm?) (%)
Cont  Exper  Cont Exper Cont Exper Cont Exper
1 6,36 6,32 3,32 3,32 3,04 3 47,79 47,46
2 5,69 5,52 442 2,83 1,27 2,69 22,31 48,73
3 6,7 7,82 5,03 5,03 4,36 2,79 24,92 35,67
4 5,69 7,11 3,32 4,42 2,37 2,69 41,65 37,83
5 5,69 6,36 4,42 3,32 1,27 3,04 2231 47,79
6 6,36 7.86 442 3,85 1,94 401 30,5 50,95
7 6,32 7,86 3,79 3,85 2,53 4,01 40,03 50,95
8 6,36 5,72 3,79 2,83 2,57 2,89 40,4 50,52
9 6,36 9,48 5,03 5,03 1,33 4,45 20,91 46,94
10 6,36 7,11 4,42 1,96 1,94 5,15 30,5 72,43
Média 6,19 7,12 4,20 3,64 226 3,47 32,13 48,93

Area da lesdo em mm? nos animais controle e experimental no periodo de 5 dias pods-
operatorio. Lesdo inicial (mm?): &rea da lesdo produzida na cirurgia, 5 dias (mm?): area da
lesdo aos S dias pos-operatorio; Redugdo da lesdo (mm?): redugdo absoluta da area da lesdo,

Redugao da lesdo (%): Redugao em porcentagem da area da lesdo.

Tabela 3 - Area total da lesdo no tempo zero (lesio inicial) € em sete dias, nos grupos controle

(Cont) e experimental (Exper).

Lesdo inicial 7 dias Reducéo da lesdo Reducdo da lesdo
Animal (mm?) ~ (mm?) (mm?) (%)
Cont  Exper  Cont Exper Cont Exper Cont Exper
1 8.53 7.82 2,82 2,83 5,71 4,99 66,94 63,81
2 0,36 0,32 2,82 2,83 3,54 3,49 55,66 55,22
3 6,36 7.85 2.37 2.83 3,99 5,02 62,73 63,94
4 6,36 7,85 2,37 2,83 3,99 5,02 62,73 63,94
5 686 711 1,96 1,26 4,9 585 71,42 77.91
6 4,42 6,32 1,26 1,19 3,16 513 71,49 81,17
7 4,42 7,85 1,58 1,19 2,84 6,60 64,25 84,84
8 7,86 7,11 2,37 1,26 5,49 415 69,84 82,27
9 5,69 7,85 1,96 1,19 3.73 6,66 65,55 84,84
10 6,86 10,4 2,82 1,96 4,04 8,44 65,45 81,15
Média 6,37 7,65 2,23 1,94 4,14 5,54 65,61 73,91

Area da lesdo em mm? nos animais controle e experimental no periodo de 7 dias pos-
operatorio. Lesdo inicial (mm?): area da lesdo produzida na cirurgia; 7 dias (mm?): area da
lesdo aos 7 dias pos-operatorio; Redugdo da lesdo (mm?): reducgdo absoluta da area da les3o;

Reduc¢ao da lesdo (%): Redugdo em porcentagem da area da lesdo.



4.2. Analise Histologica — Evolucio microscépica da lesdo

4.2.1. Dois dias poés-operatorio

No periodo de dois dias pos-operatorio, 0 grupo controle apresentou crosta
fibrinoleucocitaria cobrindo toda a superficie da lesdo com presenca de piocitos. A
reepitelizagao demonstrou-se pouco significativa (Figura SA e 6A).

O conjuntivo apresentou tecido de granulagdo imaturo com infiltrado inflamatorio
caracterizado pela presenca de grande namero de polimorfonucleares € mononucleares
(macrofagos, plasmocitos e linfocitos). Também foi observada presenca de fibroblastos
imaturos com morfologia estrelada, nicleo grande e claro, situados entre trama de fibras
colagenas delgadas e espacadas e grande quantidade de substancia fundamental amorfa. O
conjuntivo mostrou um grande numero de vasos sangiiineos neoformados ¢ hiperémicos
com leucocitos marginalizados (Figura SA e 6A).

O grupo experimental apresentou tecido fibrinoleucocitario, reepitelizagéo e tecido
conjuntivo semelhante ao grupo controle (Figura 5B e 6B).

A analise estatistica nio mostrou diferenga significativa (p=0,053) na quantidade de

vasos sanguineos entre os grupos controle e experimental (Tabela 4).

4.2.2. Cinco dias pds-operatorio

No periodo de cinco dias pos-operatério o grupo controle apresentou crosta
fibrinoleucocitaria cobrindo toda a superficie da lesio com presenga de piocitos ¢ a
reepitelizagdo mostrou-se mais evidente. Foi observada a presenca de fibroblastos com
morfologia fusiforme, adjacentes ao tecido fibrinoleucocitario, alinhados e paralelos a

superficie da lesdo, entre muitos capilares (Figura 7A e 8A).



O tecido conjuntivo apresentou tecido de granulacdo na fase proliferativa com
infiltrado inflamatorio menos intenso com presenca de polimorfonucleares e
mononucleares (macrofagos, plasmocitos e linfocitos). Também foi observada presenga de
fibroblastos grandes com morfologia estrelada, nucleo grande e claro e com
prolongamentos citoplasmaticos entremeados a fibras colagenas delgadas e espacadas e
grande quantidade de substancia fundamental amorfa. Ainda foi observada presenga de um
grande numero de vasos sangiineos neoformados e hiperémicos com leucocitos
marginalizados (Figura 7A e 8A).

O grupo experimental apresentou aparentemente reepitelizagdo mais avangada em
relagdo ao grupo controle. O infiltrado inflamatorio mostrou-se menos intenso em relagdo
ao controle (Figura 7B e 8B).

O conjuntivo apresentou predominio de fibroblastos fusiformes e nucleo escuro,
alinhados paralelamente, tornando-se mais organizados em diregdo ao centro da lesdo.
Foram observados fibroblastos grandes com morfologia estrelada, nucleo grande e claro e
com prolongamentos citoplasmaticos, no entanto, em menor quantidade quando
comparado com o controle. Havia presencga de fibras colagenas delgadas e espagadas em
meio a substancia fundamental amorfa, porém, aparentemente mais organizadas e em
maior quantidade que no grupo controle. Presenga de um maior numero de vasos
sanglineos neoformados e/ou hiperémicos que no grupo controle.

A analise estatistica ndo mostrou diferenca significativa (p=0,535) na quantidade de

vasos sanguineos entre os grupos controle e experimental (Tabela 4).
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4.2.3. Sete dias pés-operatorio

No periodo de sete dias pos-operatorio, o grupo controle apresentou crosta
fibrinoleucocitaria cobrindo toda a superficie da lesio com presenca de pidcitos. A
reepiteliza¢do nao se mostrou muito avangada em relagdo ao grupo experimental. Presenca
de fibroblastos com morfologia fusiforme, adjacentes ao tecido fibrinoleucocitario,
alinhados e paralelos & superticie da lesdo e, dispostos entre muitos capilares, contudo,
mais organizados € em maior nimero de células atingindo toda a superficie da lesio. O
tecido de granulagao na fase proliferativa apresentou infiltrado inflamatério menos intenso
que no periodo anterior, apresentando polimorfonucleares e mononucleares (macrofagos,
plasmocitos e linfocitos). Apresentou predominio de fibroblastos fusiformes e ntcleo
escuro, alinhados paralelamente, tornando-se mais organizados quanto mais proximos do
centro da lesdo. Também foram observados fibroblastos grandes com morfologia estrelada,
nucleo grande e claro e com prolongamentos citoplasmaticos, no entanto, em menor
quantidade quando comparado ao controle no periodo de 5 dias. Presenca de fibras
colagenas delgadas e espagadas em meio & substiancia fundamental amorfa, mas,
aparentemente mais organizadas e em maior quantidade que no grupo controle de 5 dias.
Presenga de vasos sangiineos neoformados e/ou hiperémicos com leucécitos
marginalizados em menor nimero que nos grupos do periodo de 5 dias (Figura 9A e 10A).

No grupo experimental houve a presenga de fibroblastos fusiformes adjacentes ao
tecido fibrinoleucocitario, alinhados e paralelos, preenchendo a superficie da lesio em uma
extensdo maior em relagao ao grupo controle. O tecido de granulagio apresentou-se ainda
na fase proliferativa, porém, o infiltrado inflamatorio apresentou menor numero de
polimorfonucleares e mononucleares (macrofagos, plasmocitos e linféeitos). Houve o

predominio de fibroblastos fusiformes com nucleo escuro, alinhados paralelamente, junto a



fibras colagenas menos delgadas e espacadas do que o observado no grupo controle de 7
dias e organizadas de forma a preencher toda a lesdo. Presenca de vasos sangiiineos
neoformados e/ou hiperémicos em menor nUMEro que no grupo experimental do periodo
de 5 dias (Figura 9B ¢ 10B).

A analise estatistica nio mostrou diferenga significativa (p=0,522) na quantidade de

vasos sanguineos entre os grupos controle € experimental (Tabela 4).

Tabela 4 - Quantidade de vasos sanguineos nos grupos controle e experimental nos diferentes

periodos.
2 dias 5 dias 7 dias
Animal
Controle Experimental ~ Controle  Experimental ~ Controle  Experimental
1 291 456 183 162 257 209
2 154 174 135 164 225 336
3 141 200 212 131 209 156
4 204 419 269 281 101 222
S 169 268 129 260 200 200
6 136 168 243 201 167 243
7 98 278 163 211 171 193
Media 170,43 280,43 190,57 214,29 190 222.71

Vasos sangiiineos contados em objetiva de 10X; 5 campos; 20 ldminas da cada animal
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Figura 5 - Grupos controle (A) e experimental (B) no periodo de dois dias, apresentando
crosta fibrinoleucocitaria (C), reepitelizacdo insignificante (E); tecido de granulagdo (G) na
fase inflamatoria com fibras coldgenas delgadas (F) ¢ vasos neoformados e hiperémicos
(=). Aumento de 97X, HE.
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Figura 6 - Grupos controle (A) e experimental (B) no periodo de dois dias, presenga de
fibroblastos imaturos com nucleos grandes, claros e com prolongamentos citoplasmaticos
(—); vasos sangiiineos neoformados com parede delgada e leucécitos marginalizados (=).
Células do infiltrado inflamatério entre fibras colagenas delgadas e espagadas (F) em meio
a grande quantidade de substdncia fundamental amorfa caracterizando um tecido
edemaciado. Nota-se maior numero de vasos sangiiineos neoformados e células do
infiltrado inflamatério no grupo experimental. Aumento de 387X, HE.



Figura 7 - Grupos controle (A) e experimental (B? no perio-df) .de CiI}CO c%las,dapresentlangg
reepitelizagiio (E) ocorrendo abaixo da crosta ﬁbrlpoleucocnana (C); tecido de gramj’ag

imaturo (G) na fase proliferativa ou inﬂamatén.a com presenca de va’sos sang}unzos
hiperémicos (=) e células do infiltrado inflamatorio em meio a ﬁb~ras colagepas de gada§
(F). Grupo experimental de cinco dias apresentando- reepitelizagdo (E) mais avangada;
tecido de granulagdo (G) mais celularizado e organizado; € vasos sanguineos (=) em

maior nimero e hiperémicos. Aumento de 97X, HE.
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Figura 8 - Grupos controle (A) e experimental (B) no periodo de cinco dias, presenga de
fibroblastos imaturos com nucleos grandes, claros e com prolongamentos citoplasmaticos
(—); vasos sangiiineos neoformados com parede delgada (=) e leucdcitos marginalizados.
Células do infiltrado inflamatorio entre fibras colagenas delgadas e espagadas em meio a
grande quantidade de substincia fundamental amorfa. O grupo experimental com tecido de
granulagdo mais organizado apresentando miofibroblastos caracterizados por morfologia
fusiforme, nucleo pequeno e escuro dispostos paralelamente em meio a fibras colagenas

em maior quantidade; presenca de células do infiltrado inflamatério e vasos sangiiineos
neoformados com leucécitos marginalizados. Aumento de 387X, HE.
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Figura 9 - Grupos controle (A) e experimental (B) no periodo de sete dias, apresentando
reepitelizacdo (E) ocorrendo abaixo da crosta fibrinoleucocitaria (C); tecido de granulagio
imaturo (G) na fase proliferativa inflamatoria com presenga de vasos sangiiineos
hiperémicos (=) e células do infiltrado inflamatdrio em meio a fibras coldgenas delgadas
(F). Grupo experimental de sete dias apresentando reepiteliza¢do mais avangada (E); tecido
de granulag¢@o (G) mais celularizado e organizado paralelamente a superficie da lesdo; e
vasos sangiiineos (=) em maior niimero € hiperémicos. Aumento de 97X, HE.

Figura 10 - Grupos controle (A) e experimental (B) no periodo de sete dias, com presenca
de fibroblastos imaturos (—) com nucleos grandes, claros € com prolongamentos
citoplasmaéticos; vasos sangiiineos neoformados (=) com parede delgada e leucdcitos
marginalizados; menor quantidade de células do infiltrado inflamatorio entre fibras
coldgenas delgadas e espacadas (F) em meio a grande quantidade de substincia
fundamental amorfa. No grupo experimental presenga de tecido de granulagdo maduro (G)
mais celularizado e organizado apresentando miofibroblastos (—) caracterizados por
morfologia fusiforme, nicleo pequeno e escuro dispostos paralelamente em meio a fibras
coldgenas em maior quantidade (F); presenca de células inflamatorias e vasos sangiiineos
neoformados (=) com leucdcitos marginalizados. Aumento de 387X, HE.
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5. Discussiao

Produtos naturais tém sido utilizados desde tempos remotos com a finalidade de
promover a cicatrizagdo de lesdes de forma mais rapida € com menor contaminagao
(CESAR, 1998). Ervas medicinais e produtos naturais sdo amplamente empregados como
recursos terapéuticos alternativos no auxilio a cicatrizacdo de lesdes cutaneas (LOPEZ ef
al. 1989). Produtos como oleo de figado de Bacalhau (RAHAL et al.. 2000), oleo de
Copaiba (EURIDES et al., 1998) Aloe vera (CHITIRA et al., 1998; TRACHTA E SILVA
et al.. 2000), Propolis (LOPES et al, 1989 SOMBOONWONG et al., 2000; SILVA et al.,
2000), acucar (SEAL & MIDDLETON. 1991; MASTRANTONIO ET AL.2002),
Barbatimdo (SHIMIZU, 2002) e baba de Escargot (CEZAR, 1998), dentre outros, sao
algumas substancias com eficacia comprovada na aceleragdo do processo de reparo da
pele.

Entre pescadores € costume espremer o otho do Mandi-amarelo, expelindo o humor
vitreo, no ferimento causado pelo esporao do peixe, a fim de aliviar a dor lacinante e
favorecer a cicatrizacio (NOMURA, 1996). Neste estudo foi utilizado o humor vitreo de
Mandi-amarelo (Pimelodus maculatis) em lesdes cutdneas como substancia alternativa
para favorecer o processo de reparacdo tecidual.

O humor vitreo humano € composto por 116 diferentes proteinas soluveis
(KOYAMA et al., 2003) atuando como um reservatorio de fatores de crescimento (BITO,
1977). Quando tecidos adjacentes ao humor vitreo, como a retina e o cristalino apresentam
algum problema, o vitreo pode promover um suplemento de fatores de crescimento e
também de agucares como a glicose (GRIERSON et al., 2000). Os fatores de crescimento
sdo proteinas de baixo peso molecular e apresentam residuos acidos (MALE, 2003). Eles
sdo capazes de afetar a locomogao, contractilidade e diferenciagdo celular, efeitos que sao

importantes na reparagao tecidual (SIQUEIRA JR & DANTAS, 2000).
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Os fatores de crescimento sao proteinas altamente conservadas, apresentando,
muitas vezes, homologia entre seus dominios protéicos. Ao analisar fatores de crescimento
em banco de dados (BLAST, ncbi), pode ser confirmada a semelhanca existente entre 0$
diferentes seres, sendo que O VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), por
exemplo, é uma proteina que apresenta homologia desde o hono sapiens a virus, tal como,
o Bovine papular stomatitis virus.

Dentre as 116 proteinas soluvels presentes no humor vitreo humano 7 sdo fatores de
crescimento que atuam na regulacdo da reparagao tecidual (KOYAMA et al., 2003) e
apresentam O perfil de migragao muito proximo de proteinas do humor vitreo do Mandi-
amarelo (dados ndo publicados). Substancias como fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF). fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento epidermal
(EGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) descritos no humor vitreo
humano (KOYAMA et al, 2003) podem estar presentes em humor vitreo do Mandi
amarelo.

O IGF quando administrado em conjunto com Fator de Crescimento Derivado de
Plaquetas (PDGF) ou FGF atua como potencializador da proliferagdo de fibroblastos,
produgdo de colageno e epitelizagdo. O EGF. mitogeno para uma variedade de células
epiteliais e fibroblastos “in vitro™. e causa divisao de células hepaticas “in vivo™. O VEGF
¢ um dos mais especificos reguladores da angiogénese, atuando na proliferagdo celular,
permeabilidade ¢ sobrevivéncia. O VEGF é mitogeno para células endoteliais vasculares
derivadas de artérias, veias € linfaticos (CONN et al, 1990, FERRARA & DAVIS-
SMYTH, 1997, FERRARA & HENZEL, 1989 ¢ PLOUET et al., 1989). O VEGF € o unico
fator angiogé€nico potente que estimula a formagdo de capilares in vivo e tem agdes
mitogénicas diretas que sao restritas a células endoteliais (PLOUET et al., 1989 e LEUNG

ot al. 1989). O FGF ¢ mitogénico para a maioria das células do mesoderma €



neuroectoderma e apresenta COmo fungdes, promover a angiogénese, atuar no reparo
tecidual através da migragao de macrofagos, fibroblastos € células epiteliais para dentro do
tecido danificado, € migragao das células da epiderme para cobrir a lesio (SIQUEIRA JR
& DANTAS, 2000).

No presente estudo, a analise macroscopica qualitativa dos animais tratados
demonstrou que esses apresentaram ufm melhor aspecto na cicatrizagdo das lesdes em
comparagdo aos animais nao tratados até as 96 horas (4 dias) depois do procedimento
cirurgico. Fatores de crescimento, como 1GF, FGF e EGF, presentes no humor vitreo
podem ter contribuido com © reparo tecidual mais organizado observado no grupo
experimental, bem como na reducdo significativa da lesao observada nos periodos de 2 e 5
dias.

O carater gelatinoso do humor vitreo, devido a presenga do acido hialuronico,
também pode ter agido como barreira fisica natural, protegendo a lesdo do contato com
agentes estranhos que poderiam dificultar o reparo tecidual. Outros componentes do humor
vitreo poderiam favorecer o I€paro, como o ascorbato que € capaz de promover prote¢ao
contra raio-X e luz UV ¢ metabolitos como glicose sdo nutrientes importantes utilizados na
produgdo de energia (DURCHSCHLAG, et al., 1999).

A contragdo € a epitelizagao sio considerado os dois eventos fundamentais na
cicatrizagdo por 2' intengdo (CRUVINEL, 2000). Estes eventos sao promovidos,
principalmente, por fatores de crescimento que apresentam propriedade mitogénica,
proliferativa e de epitelizagao (SIQUEIRA JR & DANTAS, 2000).

Apesar de ndo ter sido observada diferenga estatistica significante na quantidade de
vasos sanguineos entre os grupos nos periodos analisados, 0 valor de p em 2 dias foi muito
proximos do nivel de significancia. Este fato sugere que provavelmente seria observada

diferenca se fosse utilizada uma amostra maior. Este possivel aumento da quantidade de



vasos no grupo experimental pode ser resultado da acdo de fatores de crescimento
presentes no humor vitreo como VEGFE.

Assim. o humor vitreo do Mandi-amarelo (Pimelodus maculatus) parece s€r um
potencial agente cicatrizante na reparagdo de pele, podendo ser um importante recurso
terapéutico no tratamento de lesdes Ou Outros processos patologicos relacionados a
imunofisiologia cutanea. Agentes terapéuticos capazes de acelerar o processo de
cicatrizagdo podem ter grandes aplicagdes no tratamento de lesdes cutineas cirirgicas,
como no caso de cirurgia plastica, uma vez que ha um grande interesse na rapida
recuperagdo do tecido com a finalidade de obter-se uma menor cicatriz (CARDOSO,

2003).
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6. Conclusio

A utilizagdo do humor vitreo do Mandi-amarelo (Pimelodus maculatus) em lesoes
cutineas de Ratus norvergicus acelerou O processo de cicatrizagio, promovendo um

melhor aspecto na reparagdo tecidual.
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