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RESUMO

A pele reveste todo o corpo, devido a isso é considerado o maior 6rgao do corpo e é
composta por trés camadas distintas, sendo de extrema importancia fisiologica. Feridas na
pele podem comprometer a integridade tecidual da mesma e trazer problemas maiores ao
organismo. Para tanto sdo utilizados, rotineiramente, farmacos que tentam controlar
principalmente, a resposta inflamatdria que pode se tornar prejudicial para o reparo eficiente.
Embora o uso de algumas plantas pela medicina popular, seja extremamente difundido, existe
uma caréncia de dados cientificos relacionados a este uso. Dessa forma, este trabalho teve
como objetivo analisar o reparo em pele apos lesdo cirdrgica, através da aplicacdo de pomada
de confrei (uma planta que apresenta propriedades anti-inflamatorias) e sulfadiazina de prata.
Tendo como foco de analise o comportamento da matriz extracelular no processo de
reparacao tecidual. Logo este trabalho almeja proporcionar uma analise mais aprofundada e
com contetdo cientifico do Symphytum officinale (confrei), devido a sua utilizacdo como
agente cicatrizante. Para tanto, os animais tiveram sua pele dorsal lesionada e os farmacos
foram aplicados por 3 e 7 dias ap06s a lesdo. O material foi processado para a morfologia ou
foi congelado para que fossem feitas as analises bioquimicas. O grupo de animais tratado com
o confrei mostrou uma melhor evolucdo do reparo, se comparado com o0s demais grupos.
Portanto, se conclui que a pomada de confrei auxilia, favorece a cicatrizacdo com suas
propriedades anti-inflamatorias ao diminuir a angiogénese, melhorar a deposicdo do colageno
e controlar a presenca de células inflamatérias e tem o potencial de assegurar um melhor
desempenho para a cura dos ferimentos. Em resumo a utilizacdo do confrei abre novas

possibilidades para sua utilizacdo na pratica médica.

PALAVRAS-CHAVE: CONFREI,CICATRIZACAO DE FERIDAS,PELE



ABSTRACT

The skin covers the entire body, because it is the largest organ of the body is
composed of three distinct layers, it is extremely important physiological. The present study
was conducted surgical incisions in rats and tested the effectiveness of two drugs, comfrey
and silver sulfadiazine in tissue repair analyzing extracellular matrix, level of re-
epithelialization of skin collagen quantification, counting of mast cells,Count of blood
vessels, Determination of hemoglobin Dosage ,Dosage of NAG activity, and activity
myeloperoxidase. Soon this work aims and main scope is to provide a more thorough analysis
and scientific content of Symphytum officinale (comfrey) widely used in popular culture for
its healing properties anti-inflammatory and healing in dermatological treatment comparing
well with agent widely used silver sulfadiazine 1%.

Concludes that the comfrey plays a key role in wound healing with its anti-inflammatory and
certainly opens up new possibilities for action, based on the mechanism of degranulation of
mast cells and neutrophils during the repair phase, decreased angiogenesis best arrangement

of collagen and has the potential to provide better performance for the healing of wounds.

KEYWORDS: COMFREY, WOUND HEALING, SKIN
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1 INTRODUCAO

1.1 Pele

A pele é o maior 6rgdo humano e uma das formas de uma interface unica e fascinante
entre 0 mundo exterior e 0 mundo interior. Suas dimensdes sdo varidveis, sendo que no
individuo adulto, mede em torno de 2,0 m?e apresenta um peso que oscila entre 8,0 e 10,0 Kg
(HADGRAFT, 2004). Além da funcdo de revestimento, este 6rgdo exerce outras fungdes
importantes como: protecdo contra desidratacdo, danos e invasGes bacterianas, promove
excrecdo através de glandulas sudoriparas e sebaceas, também faz a absorcdo de radiacéo
ultravioleta do sol necesséria para a sintese de vitamina D, além da recep¢do de sensacdes
vindas do meio ambiente e é fundamental para a regulacdo da temperatura corporal
(GARTNER & HIATT, 1999).

E composta por trés camadas distintas: a epiderme (de origem ectodérmica), a derme
(origem mesodérmica) e o tecido celular subcutdneo ou hipoderme, que embora possua a
mesma origem embrioldgica da derme, ndo participa da composicdo da pele, atuando neste
sistema apenas como suporte e unido da pele com os 6rgdos subjacentes (STERNBERG,
1997; BORANIC et al., 1999).

A epiderme (de origem ectodérmica) € um tecido de protecdo por possuir grande
estabilidade estrutural e resisténcia quimica. Pode ser dividida microscopicamente em cinco
camadas ou estratos: camada basal ou germinativa, espinhosa, granulosa, llcida e cornea,
onde seus principais tipos celulares sdo o0s queratindcitos, os melandcitos (estes responsaveis
pela pigmentacdo da pele), as células de Merkel e as células de Langherans (STRAUSS &
MATOLTSY, 1981; SNELL, 1985; GARTNER & HIATT, 1999).

A camada germinativa ou basal contém células basais de morfologia cilindrica, com
nucleos grandes, alongados e ovais e apresentam citoplasma basofilo. As células basais
servem de suporte a epiderme através da unido ceélula-célula por juncbes celulares
denominadas desmossomos, principalmente. Os queratindcitos sdo as células, que garantem a
sua renovacgéo, e sofrem constantes modificagbes em sua morfologia e em seus aspectos
bioldgicos, durante a diferenciacio epidérmica. E a partir da camada basal que eles se movem
e na camada cornea constituem, por fim, estruturas multilamelares de cornedcitos anucleados,
circundados por lipideos e proteinas extracelulares. (WATT, 1988; ECKERT et al., 1997;
URMACHER, 1997; BORANICet al., 1999: TAUBE &TAIEB, 2000).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T7W-523JY2D-2&_user=687360&_fmt=high&_rdoc=1&_orig=article&_origin=article&_zone=cited_by_box&_acct=C000037900&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687360&md5=f57a663f81463cc0c8167e2216a3c923#bbib0025
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Os melandcitos também presentes na camada basal, possuem natureza dendritica, e
tem como fungdo produzir a melanina, outrossim, sdo responsaveis pela pigmentacédo da pele,
a qual é produzida e posteriormente transferida aos queratinocitos (WATT, 1988).

As Células de Langherans apresentam fungdo, notadamente, imunoldgica, com
atuacdo no processamento priméario de antigenos exdgenos que afetam a pele. J& as células de
Merckel, que estdo associadas a nervos cutaneos, desempenham um papel na sensibilidade.
(GAWKRODGER, 2002; KEDE & SABATOVICH, 2004).

Acima da camada basal tem-se a espinhosa, sendo constituida por células poliédricas

ou ligeiramente achatadas, de ndcleo central com pequenas expansdes citoplasmaticas que
contém tonofibrilas partindo de cada uma das células adjacentes. Sdo estas expansdes que
mantém as células unidas através dos desmossomos, e conferem aos queratindcitos uma
morfologia espinhosa, dai o nome da camada (GUIRRO & GUIRRO, 2002). A camada
granulosa € caracterizada pela presenca de células poligonais achatadas de ndcleo central e
citoplasma contendo granulos basoéfilos de querato-hialina, os quais ndo sdao envolvidos por
membrana, e contribuirdo para a formagdo do material citoplasmatico inter-filamentoso da
camada cérnea. A camada lUcida é constituida por células achatadas, eosindfilas, hialinas,
cujos nucleos e organelas citoplasmaticas foram digeridos por enzimas dos lisossomos e
assim, desapareceram. Superficialmente a camada cornea tem espessura variavel de acordo
com a area anatdmica, sendo formada por células epidérmicas anucleadas que véo se ligando
através de filamentos de queratina, uma proteina fibrosa sendo denominada entdo de células
corneificadas (GUIRRO & GUIRRO, 2002).

A regido da pele situada mais abaixo da epiderme é chamada de derme, basicamente é
formada por trés camadas de limites ndo muito distintos: superficial ou papilar, adventicial, e
profunda ou reticular (HUANG et al.,1998) sendo constituida geralmente por tecido
conjuntivo denso ndo modelado com muitas fibras de colageno tipo | e redes de fibras
elasticas responsaveis pela sustentacdo da epiderme e fixacdo da pele a hipoderme

subjacente(HUANG et al.,1998; PROST-SQUARCIONI, 2008). E também na derme que se



13

situam os anexos epidérmicos (PROST-SQUARCIONI, 2008). A derme superficial ou papilar
¢ formada por tecido conjuntivo frouxo com fibras de colageno tipo Il frouxamente
entrelacado, fibras elsticas, fibrilas de ancoragem (colageno tipo VII) ligando a epiderme a
derme e alguns capilares responsaveis pela regulacdo térmica corporal (GAWKRODGER,
2002).

Ao redor dos foliculos pilosos, das glandulas e dos vasos sanguineos e linfaticos se
nota a presenca da derme adventicial com estrutura idéntica a derme superficial. E por fim, a
derme profunda ou reticular é mais espessa e se estende até a hipoderme. E composta por
feixes colagénicos do tipo | espessos e dispostos paralelamente a superficie epidermal, sendo
considerada um tecido conjuntivo denso ndo modelado(GAWKRODGER, 2002).

Nesta camada € onde estdo situadas as estruturas anexas da pele como: glandulas
sudoriparas e sebaceas, foliculos pilosos e algumas células musculares lisas, incluindo o
musculo eretor do pelo, e alguns mecanorreceptores como corpusculo de Pacini, Ruffini,
Meissner e de Krause (GARTNER & HIATT, 1999; SAMPAIO & RIVITTI, 2001).

Com relacdo ao componente celular tipico deste tecido conjuntivo tem-se o
fibroblasto, célula responsavel pela sintese de colageno, proteoglicanos e, também, das fibras
elasticas, exemplos de macromoléculas da matriz extracelular (MEC), sendo que esta célula é
também muito ativa nos processos de reparo apds uma injuria ao tegumento (KEDE &
SABATOVICH, 2004)

Abaixo da derme existe um arcabouco de sustentacdo que inclui o tecido celular
subcutaneo de espessura variavel composto de células adiposas, arredondadas e grandes, que
contém grande quantidade de lipideos em seu citoplasma e distribuem-se em lobulos
subdivididos por traves conjuntivo-vasculares. Conecta-se frouxamente a pele e a fascia dos
musculos subjacentes, 0 que permite aos musculos contrairem-se sem repuxar a

pele(HADGRAFT, 2004).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T7W-523JY2D-2&_user=687360&_fmt=high&_rdoc=1&_orig=article&_origin=article&_zone=cited_by_box&_acct=C000037900&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687360&md5=f57a663f81463cc0c8167e2216a3c923#bbib0025

14

1.2 Reparo

Entre a maioria dos problemas médicos gerais encontram-se o traumatismo dos tecidos
com suas sequelas e agravantes, e toda vez que acontece uma leséo tecidual, esta perda é
reparada através de uma série de eventos que levard a formacdo de uma cicatriz
(DIEGELMANN & EVANS,2004).

Se a ferida é uma solucgdo de continuidade em um tecido que anteriormente se achava
integro, a cicatriz ¢ a tentativa do organismo reparar o defeito criando um tecido que funciona
como um elo entre as duas bordas afastadas da ferida, sendo que a principal funcdo da
cicatrizagao € reconstituir os tecidos da forma mais fisioldgica (ARAUJO, 1997).

Quando lesada, a pele se repara através da proliferacdo e crescimento das células da
derme (fibroblastos e outras células estromais) e/ou epiderme(queratindcitos e melandcitos)
remanescentes (JANSSON et. al., 2001).Subsequentemente, depois de um periodo de
algumas horas, a camada da epiderme comeca a reparar pela migracéo dos queratindcitos que
agem a partir das bordas de corte da ferida ou cotos de amputados ou de quaisquer apéndices
danificados, tais como os cabelos ou as glandulas sudoriparas, onde existem novas bordas
livres da epiderme(JANSSON et. al., 2001).

O tecido conjuntivo lesado é substituido por fibroblastos ativados que migram da
ferida partir da sua proliferacdo, com a finalidade de formar tecido de granulagdo (assim
chamado devido a sua aparéncia granular, fato que ocorre em decorréncia da enorme invasao
angiogénica, que se desenvolve por uma rede de vasos sanguineos capilares, que nutrem
metabolicamente a ferida com nutrientes e oxigénio). Alguns desses fibroblastos dentro deste

tecido de granulacdo podem se transformar em miofibroblastos contrateis, o que pode


http://www.scopus.com/search/submit/author.url?author=Diegelmann+R.F.&origin=resultslist&authorId=7006987422
http://www.scopus.com/search/submit/author.url?author=Evans+M.C.&origin=resultslist&authorId=7404538829

15

contribuir para a contracdo da ferida. Apds o término do reparo, 0s vasos regridem, 0s
miofibroblastos podem morrer, resultando na reparacdo total dos tecidos (BALBINO
&PEREIRA,2005).

O processo de reparo € complexo e depende de uma série de processos celulares
coordenados, sendo que didaticamente, pode ser dividido em trés fases, que se sobrepdem:
inflamatdria, proliferativa e remodelamento (MOYER et al., 2001; GURTNER et al., 2008).

Cada fase é caracterizada por passos celulares especificos e eventos bioquimicos. A
duracdo dessas fases pode variar conforme a localizacdo e a extensao da lesdo ou doenca que
acomete o tecido (WOO et al., 1999; LIN et al., 2004; MIDWOOD et al., 2004; LUO &
CHEN, 2005; SHARMA & MAFFULLI, 2005). Todas essas fases compreendem uma série
de eventos que incluem coagulacdo sanguinea, inflamacdo, formacdo de um tecido de
granulacdo, apoptose de células inflamatérias, neovascularizacdo e sintese de colageno
(SINGER & CLARK, 1999). Na fase inflamatdria do primeiro ao sétimo dia pds-injdria, 0s
macrofagos e outras células fagocitarias, como eosindfilos e neutrofilos, removem o0s
fragmentos de substancias ndo-colagénicas intercelulares e as fibras de colageno degeneradas
pela ruptura (MARSOLAIS et al., 2001). Com a ruptura das fibras de colageno é detectada a
deposicdo de fibrina-fibronectina, moléculas estas que estabilizardo a nova MEC a ser
sintetizada e também atuam como uma rede para a migracdo e adesédo celular (MIDWOOD et
al., 2004).A medida que ocorre a deposicdo de fibroblastos na malha de fibrina e neo-
vascularizagdo, alguns destes fibroblastos sdo estimulados a se diferenciarem em
miofibroblastos, que promovem a contracdo da ferida, reduzindo o seu tamanho(ARAUJO,
1997).

Ap0s a fase inflamatoria, tem-se o inicio da fase proliferativa, em cerca de 10-14 dias.
Estudos de microscopia eletronica, nesta fase proliferativa, mostraram aumento do reticulo

endoplasmatico dos fibroblastos, que € um indicativo da atividade de sintese de matriz
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extracelular, além disso, o contedtdo de DNA e colageno tipo Il apresentam-se em
concentracdes elevadas durante esse processo reparativo. Acredita-se que essas mudancas
auxiliam na sintese de colageno e na gradual substituicdo do colageno tipo I pelo tipo |
(JOZSA e KANNUS, 1997).

A fase de remodelacgéo € vista apos a fase proliferativa. E uma fase de longa durac&o,
que comeca por volta do vigésimo primeiro dia e pode se estender a um ano ou mais
dependendo do tipo da lesdo (HOUGLUM, 1992; WOO et al., 1999). Nesta fase a matriz
torna-se mais densa e longitudinalmente orientada (LIN et al., 2004; SHARMA &
MAFFULLLI, 2005). A reepitelizacdo da superficie é o objetivo final do processo de reparo,
iniciando-se ja nas primeiras 24 a 36 horas. As células epiteliais migram a partir das bordas da
ferida e dos foliculos pilosos préximos, contribuindo para a contracdo e reduzindo sua
superficie. Apds a cobertura da superficie cutanea,as células amadurecem e diferenciam-se em
queratindcitos (ARAUJO, 1997).

Como ja mencionado, a cicatrizacdo € um processo altamente dindmico que envolve
interagBes complexas de moléculas da MEC, mediadores sollveis e varios tipos de células, as
quais interagem e se comunicam por sinais quimicos, para aperfeicoar 0 processo de reparo
(DIEGELMANN &EVANS, 2004).

Dentre essas interacBes complexas existe a presenca de algumas enzimas como as
metaloproteinases de matriz (MMPs), que incluem colagenases, gelatinases, estromelisinas,
matrilisinas,capazes de degradar os componentes estruturais da MEC (PARKS, 1999;
RAVANTI & KAHARI, 2000). Entre outras funcbes, as MMPs promovem a degradagéo e
modificacdo de proteinas da matriz extracelular no sitio da ferida, facilitando a migragédo
celular (PARKS, 1999). Outras substancias de extrema importancia neste processo sdo as

citocinas pré-inflamatérias como a IL-1s, IL-1&, IL-6 e TNF-« que sdo mediadores


http://www.scopus.com/search/submit/author.url?author=Diegelmann+R.F.&origin=resultslist&authorId=7006987422
http://www.scopus.com/search/submit/author.url?author=Diegelmann+R.F.&origin=resultslist&authorId=7006987422
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fundamentais durante diferentes processos inflamatdrios cutaneos (HUBNER et al., 1996;
WERNER & GROSE, 2003).

Ainda o fechamento da ferida pode ser: por primeira, segunda ou terceira intencdo. O
processo atraves do qual uma ferida é imediatamente reaproximada ou suturada, demandando
um tempo minimo para seu fechamento, denomina-se de sintese por primeira intencdo. A
cicatrizacdo por segunda intencdo, ou secundaria é aquela que demanda uma reposicao
tecidual macica, com estimulo maximo das respostas fisioldgicas e formacdo de tecido de
granulacdo e, ainda, reepitelizacdo e contracdo da ferida. Quando uma ferida ¢é
temporariamente mantida aberta, sendo fechada mais tarde, usualmente de quatro a sete dias,
com aproximacao ou sutura, € denominada de fechamento por terceira intencao, ou terciario
(SIMOES, 1988; LAWRENCE, 1995; ARAUJO, 1997; GONCALVES & PARIZOTTO,

1998).

1.3 Curativos

O tratamento de uma ferida e assepsia cuidadosa tem como principais objetivos a
prevencdo e/ou reducdo dos riscos de infecgdes, a eliminacdo de fatores desfavoraveis que
possam retardar o processo de cicatrizacdo, bem como a diminuicdo da probabilidade da
ocorréncia de infecg¢bes cruzadas pelo uso de técnicas e procedimentos corretos.

Com a finalidade de se diminuir o tempo de cicatrizagdo, existem no mercado
inimeros curativos quimicos e bioldgicos, dentre os quais se destacam 0s curativos
convencionais, hidrogéis, hidrocoldides, polimeros, bioativos, enzimas proteoliticas, curativos
antiodor e filmes adesivos, para uma variedade de leses de pele (CANDIDO, 2001).

Entretanto, ainda o uso destes curativos € controverso e o ideal é a utilizacdo de um material
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que diminua o periodo de tempo e evolua para uma boa cicatrizacdo, e concomitantemente
seja viavel economicamente ao paciente.

Primeiramente, o tratamento de feridas de pele, necessita da aplicacdo de uma droga
antimicrobiana, como por exemplo, a sulfadiazina de prata, um farmaco amplamente utilizado
nas mais diferentes lesdes cutaneas. Este farmaco é um antibidtico que elimina bactérias, pois
inibe a producéo de acido folico no interior das mesmas, contudo em relacdo ao seu poder na
cicatrizacdo ainda existem controvérsias (MILLER et al., 2010). Outros agentes tdpicos tém
sido propostos em lesdes como uma nova pomada lancado no mercado a base de confrei
(Symphytum officinale). O extrato de raiz de Symphytum officinale possui efeito anti-
inflamatdrio, analgésico e redutor de edema, bem como se mostrou capaz de promover
regeneracdo e granulacdo tissular (KOLL & KLINGENBURG, 2002).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de infeccdes da pele € muito comum em
muitas areas rurais e em regides subdesenvolvidas (NAIDOO & COOPOOSAMY, 2011) e,
conforme a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2011), cerca de 70% a 95% da populacdo
dos paises em desenvolvimento baseia-se principalmente em plantas medicinais para 0s seus
cuidados primarios de salde.

Estas plantas sdo muito procuradas para tratar doencas dermatoldgicas, isso devido a
sua capacidade de parar o sangramento e acelerar a cicatrizacdo de feridas, Além disso, ha o
aumento da demanda por medicamentos mais baratos e mais acessiveis para 0 uso em
populacdes de baixo poder aquisitivo. Tais regimes de tratamento sdo menos dispendiosos e
ONerosos para 0S governos, e 0 uso quase sempre, € baseado no amplo conhecimento e
experiéncia das comunidades locais e tem como vantagem ja estarem disseminadas (SHAI et
al., 2008;RUA et al., 2008).

Existem muitas espécies de plantas como o Symphytumofficinale e outras tantas que

inclusive ja foram direcionadas para comercializacdo(GEORGE et al., 2001; VAN WYK


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629913002433#bb0520
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629913002433#bb0855
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629913002433#bb0665
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629913002433#bb0665
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629913002433#bb0700
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629913002433#bb0235
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629913002433#bb0790
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2008a; VAN WYK 2008b;VERMAAK et al., 2011), contudo, ainda ndo foram
adequadamente estudadas com a devida profundidade cientifica. Carecem ainda de
comprovacgoes histologicas, imunoldgicas, fotoquimicas, analises toxicoldgicas e eficacia
farmacologica para que a aplicacdo dessas plantas medicinais seja liberada para uso em lesdes
de pele.

As plantas medicinais utilizadas para fins de tratamento dermatoldgico e em cirurgia
plastica, conhecidas da cultura popular e aproveitadas pela inddstria de cosméticos, estdo
angariando valor e adeptos, visto que muitos produtos para a pele estdo sendo suplementados
com extratos de plantas, portanto, torna-se necessario e essencial a investigacao destas plantas
para que se possam identificar as lacunas ainda nao preenchidas, com a finalidade de se
estabelecer novas diretrizes para a sua comercializacao.

Apds uma analise bibliografica mais aprofundada da literatura médica, especializada
no tema versado por este trabalho, pode-se aferir que mais de 100 (cem) espécies de plantas
com aplicacdo medicinal dermatoldgica e em cirurgia plastica foram identificadas como sendo
relevantes para a medicina atual.

Notadamente, no tratamento de queimaduras e de Ulceras se obteve o maior
percentual de utilizacdo das plantas medicinais pesquisadas. No entanto, pouca atencéo tem
sido dispensada a utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento tépico de lesbes de

maneira geral e suas propriedades anti-inflamatdrias (10%).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629913002433#bb0790
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629913002433#bb0795
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629913002433#bb0810
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Tanto o corpo humano, como o de outros animais, é recoberto por pele, que além de
desempenhar o papel de barreira aos ataques externos, ainda € responsavel pela regulagdo da
temperatura corporea e pela remogdo de impurezas. Desta forma, qualquer lesdo cutanea,
além de causar danos fisicos, mecanicos e térmicos superficiais, pode também afetar as
funcdes fisiologicas de tecidos e 6rgdos internos. Apesar da diversidade de materiais
destinados ao tratamento de feridas cutaneas no mercado, normalmente o custo do tratamento
é bastante elevado, principalmente devido ao custo dos curativos e a necessidade de sua
frequente reaplicagdo, além de resultados controversos relatados na literatura a respeito de
diferentes farmacos.Sendo assim, um dos grandes desafios da pesquisa na area de reparo e
cicatrizacdo de pele consiste na investigacdo e aplicacdo de farmacos de baixo custo e de facil
acesso e manipulagéo por parte dos pacientes.

Desta maneira, este trabalho almeja proporcionar uma analise mais aprofundada e com
contetdo cientifico do Symphytum officinale (confrei) utilizada amplamente pela cultura
popular por suas propriedades cicatrizantes, anti-inflamatérias e curativas no tratamento
dermatol6gico (CARRICONDE, 1997), comparando também com agentes amplamente
utilizados como a sulfadiazina de prata a 1% (FIGUEIRA & SILVA, 2001) que é um
composto apresentado na forma de um creme alcalino hidrossoltvel,de facil aplicacéo, de
baixo custo, pouco dolorosa, sendo muito utilizada em tratamento de queimaduras e possui

baixissima toxicidade (PAOLIELLO JUNIOR, 1982).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar a MEC e o nivel de organizacdo da pele de ratos apds 03(trés) e 07(sete) da

lesdo cutanea, e tratamento com dois fArmacos presentes no mercado.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar histologicamente a influéncia dos dois farmacos utilizados tanto na pele saudavel
como na leséo cutanea provocada.

2. Quantificar o nivel de angiogénese, mastdcitos, macréfagos e neutréfilos nos animais
lesionados tratados e ndo tratados com os medicamentos de uso topico.

3.Analisar a organizacdo da MEC em todos 0s grupos experimentais.

4. Quantificar coldgeno nos espécimes tratados e compara-los aos controles.

5. Quantificar através de Imunocitoquimica a presenca de MMP-2 e MMP-9, nos diferentes

grupos, e a taxa de proliferacédo celular.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacio de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia, sob o protocolo 083/11. Os animais utilizados foram
ratos Wistar (Rattusnorvegicusalbinus) machos com idade de 9 semanas. Os animais tiveram
livre acesso a &gua e ragdo, sendo mantidos num ciclo de 12 horas de claro/escuro somando

no total 36 ratos sendo estes divididos em 6 grupos (6 cada):

- Grupol(CO): grupo de animais com lesdo cutanea sem tratamento sacrificados apos 3 e 7
dias ap0s a injdria.

-Grupo2(S): animais lesionados e tratados topicamente com a pomada de sulfadiazina de
prata, por 3 e 7 dias, com aplicac@es diérias.

-Grupo 3 (CF): animais lesionados e tratados topicamente com a pomada de Confrei, por 3 e

7 dias, com aplicacdes diérias.

Para o tratamento das lesGes os farmacos utilizados foram as pomadas de sulfadiazina
de prata 1% e a de confrei. Estes dois cremes foram topicamente aplicados nos ratos em torno
de 1g por curativo, a partir do momento da lesdo, até o dia do sacrificio, de acordo com o0s
grupos ja estabelecidos acima.

Nos procedimentos cirdrgicos para estabelecimento da lesdo cutanea no dorso do rato,
assim como para a aplicacdo diaria dos farmacos os animais foram anestesiados com injecéo
intraperitoneal de ketamina (80 mg/kg) e Xilazina (5mg/kg). O dorso de cada animal foi
tricotomizado e foram feitas 4 incisdes, divididas em lados direito e esquerdo. Para confecgédo
da ferida utilizamos um molde de cerca de 1,5 cm de didmetro, composto em cartolina e

aplicada sobre a pele do rato. A incisdo ocorreu através de tesoura cirdrgica pequena, €
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abrangeu a pele e a tela subcutanea, se aprofundando até a fascia muscular. Para padronizacao
das feridas, as mesmas foram realizadas pelo mesmo investigador. Posteriormente, as lesdes
foram lavadas com solucgéo salina e secas com gaze, para retirar o sangue e evitar a formacéo
de coagulos. Logo apés este cuidado os farmacos, ja expostos acima, foram aplicados, e
reaplicados nos dias seguintes, até o dia do sacrificio. Depois de aplicarmos os tratamentos,
foi passada uma bandagem nas lesdes para garantir que os farmacos ndo fossem retirados
pelos animais. Os animais foram sacrificados apos 3 e 7 dias p6s injuria, e a pele foi retirada
para as analises. O sacrificio dos ratos ocorreu por aprofundamento da anestesia em doses

letais.

4.1 Anélise Morfoldgica

Apos a disseccado, as peles foram fixadas em solucdo de para formaldeido 4% durante
24 horas em geladeira. Em seguida as pecas foram processadas para rotina em parafina
(Histosec). Foram realizados cortes longitudinais com 5um de espessura, em micrétomo
rotativo (MICROM/HM-315). Para visualizacdo geral do tecido os cortes foram corados com
Hematoxilina-Eosina (HE) (Kiernam, 1981). Para deteccdo de mastdcitos foi utilizado Azul
de Toluidina (AT) 0,25 % em tampdo Macllvaine pH 4,0 (Mello & Vidal, 1980). Alguns
cortes foram corados também com picrossirius para analises quantitativas de colageno.

Para quantificacdo de vasos sanguineos foi utilizado laminas coradas por HE. Foram
utilizados 3 animais por grupo (1 lamina de cada animal), e em cada lamina foram contados
vinte campos visuais, utilizando a objetiva de x 40.As observacdes e documentacdes foram
feitas em microscopio acoplado com sistema de captura de imagens

A andlise estatistica foi realizada através dos testes U de Mann Whitney e t de Student
para dados ndo-paramétricos e parametricos respectivamente, assumindo-se um nivel de

significancia de p<0,05 (*).
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4.2 Imunocitoquimica

Os ensaios de Imunocitoquimica avaliaram a distribuicdo e a presenca de MMP-2 e
MMP-9, e também o nivel de proliferacdo celular. Para isso, as peles foram fixadas em
paraformaldeido 4% em PBS. Posteriormente, foi realizado o bloqueio de interacdes
inespecificas de proteinas através de soro normal de cabra (10% em PBS) por 1 hora. Os
anticorpos primarios: rabbit anti-condroitim-sulfato (Santa Cruz), mouse anti-MMP-2 (Santa
Cruz) e mouse anti-MMP-9 (Abcam) serdo incubados nas laminas a 4°C overnight, segundo
diluicdo recomendada pelos fabricantes. A reacdo foi revelada através da incubacdo com 0s
anticorpos Mouse and Rabbiton Rodent Polymer conjugado com peroxidase (Biocare) por 45
min em temperatura ambiente. Em seguida, a peroxidase foi revelada com diaminobenzidina
em tempo e concentracdo que foram padronizados para cada anticorpo. As células positivas
para cada um dos anticorpos utilizados foram quantificadas para determinagdo de freqiiéncia
relativa. Um minimo de 10000 células por grupo foi contado em objetiva de 40 vezes. Os
controles negativos das reacGes foram adquiridos através da omissdo da incubagdo com

anticorpo primario.

4.3 Determinacdo do contetdo de hemoglobina

A dosagem de contetido de hemoglobina nas feridas foi realizada utilizando-se 0 método
de reagente de Drabkin desenvolvido em 1932 e adaptado como indice de vascularizagdo por
Plunkett e Hailey (1990) e Hu et al. (1995).

Cada amostra foi homogeneizada (Tekmar TR-10, Ohio, USA) em 2 mL de um reagente
cromogénico especifico para hemoglobina (reagente de Drabkin-kit de dosagem de
hemoglobina Labtest) e adicionados em ependorff de 2 mL. As amostras foram centrifugadas
a 4°C por 30 minutos a 12.000 rpm e os homogenatos filtrados em filtros de 0,22 pm

(Millipore). Posteriormente foi realizada a leitura espectrofotométrica em comprimento de
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onda de 540 nm (leitor de Elisa), utilizando-se uma placa de 96 po¢os.A concentracdo de
hemoglobina de cada amostra foi calculada a partir de uma curva padrdo conhecida (analise
diagnostica) e os resultados expressos em concentracdo de hemoglobina (microgramas) por

miligramas de peso Umido de pele.

4.4 Avaliacéo da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Uma das caracteristicas marcantes do processo inflamatorio é a presenca de células,
como neutrdfilos e macréfagos, no sitio inflamatério. O acumulo de neutréfilos pode ser
detectado utilizando-se a enzima mieloperoxidase como um marcador quantitativo deste tipo
celular. Para avaliar a atividade da mieloperoxidase utilizamos a técnica de Bradley et al.
(1982).

Apobs a determinacdo do contetdo de hemoglobina, o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado suspendido em 2 mL de tampao fosfato de sodio, pH 5,4. As amostras foram
homogeneizadas em Vortex por 30 segundos, foram transferidos 300 pL desse homogenato
para microtubos (eppendorf) de 1,5 mL e acrescentados 600 uL de HTAB (Brometo de
Hexadeciltrimetilaménio — Sigma) 0,5% p/v diluido em tampdo fosfato pH 5,4. Ap6s uma
nova homogeneizacdo no vortex as amostras foram congeladas para posterior dosagem.
Depois de descongeladas as amostras foram centrifugadas a 10.000g por 10 minutos a 4°C e
0s sobrenadantes foram posteriormente utilizados em ensaio enzimatico. Este ensaio
enzimatico foi realizado em microtubos (eppendorf) de 1,5 mL, sendo a reacdo realizada na
seguinte ordem: 100 pL de perdxido de hidrogénio 0,003% adicionando 100 pL de TMB
(3,3°, 5,5” — tetramethylbenzidine — Sigma) a 6,4 mM diluido em DMSO (dimetil sulféxido —
Merck), adicionando 200 puL do sobrenadante da amostra deixando reagir por 1 minuto
cronometrado, parando a reagdo com a adicdo de 100 pL de H,SO4 4M (&cido sulfurico —

Merck). Em seguida foram adicionadas 200 pL a placa de 96 pocos e a leitura
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espectrofotométrica feita em comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos

em indice de MPO (absorbancia de D.O./g de peso umido de pele).

4.5 Avaliacéo da atividade N- acetilglicosaminidase (NAG)

A n-acetil-p-D-glicosaminidase é uma enzima lisossémica produzida por macréfagos
ativados. Essa enzima foi utilizada como um indice da infiltracdo destas células nos sitios
inflamatorios através da técnica de Bailey, 1988.

Apo6s a utilizacdo do material para dosagem de hemoglobina, o precipitado foi
ressuspenso em 2,0 mL de solucéo salina 0,9% com Triton X-100 (Promega) a 0,1% (gelado).
As amostras foram homogeneizadas em voértex até obter uma suspensdo homogénea e,
posteriormente, centrifugadas em 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
utilizado para a realizagdo do ensaio enzimatico.

Para o ensaio, foram adicionados100 pL da amostra sem duplicata a uma placa de 96
pocos. As amostras, foram adicionados 100 pL do substrato (p-nitrofenil-n-acetil-p-D-
glicosaminida — Sigma), diluido em tampao citrato/fosfato pH 4,5, em seguida, incubadas a
37°C durante 30 minutos. Por ultimo, foram adicionados 100 pL de tampé&o glicina 0,2M, pH
10,6. A absorbéancia foi medida por espectrofotometria em leitor de Elisa, em comprimento de
onda de 400nm. A atividade de NAG nas amostras foi calculada a partir de uma curva padréo
dep-nitrofenol avaliada paralelamente. Op-nitrofenoléoprodutocromogenodareagdoentrep-
nitrofenol-n-acetil-B-D-glicosaminacoman-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG). Os resultados

das leituras foram expressos em nmol.mL -1 /mg de peso imido do implante.
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4.6 Analise estatistica

A analise estatistica sera realizada através do teste ANOVA e t de Student para dados
ndo-paramétricos e paramétricos respectivamente, assumindo-se p<0,05 (*), p<0,01 (**),

p<0,001 (***).



28

5 RESULTADOS

5.1 Morfologia

Observacdes da pele intacta (Fig. 1 G), corada com HE, mostraram epiderme e derme
constituidas normalmente. Nas peles de todos os grupos com trés dias pés-injaria (Fig. 1 A
controle, C grupo tratado com sulfa, E grupo tratado com confrei), na regido da ferida foi
visto um intenso processo inflamatorio com hipercelularidade. Notou-se nestas amostras um
tecido de granulacdo, contendo células arrendondadas, com nucleo proeminente e muito
citoplasma, além de inimeras hemaécias e vasos sanguineos. Nesse tecido de granulacdo foram
observados também muitos tipos de ceélulas inflamatorias, principalmente células com
morfologia semelhante a macrofagos e células mononucleares. Basicamente ndo foram
observadas diferencas relevantes na fase inicial da inflama¢do em 3 em todos os grupos
analisados.Ainda em 7 (Fig. 1 B, D) dias pds-injuria o aspecto visto se parece em muito com
0 notado para os animais com 3 dias apos a lesdo, contudo no grupo tratado com confrei em 7
dias pos lesdo (Fig 1 F) a inflamacdo e a celularidade gradualmente diminuiram e a interface
entre a matriz recém-formada e a pele original tornou-se menos distinta, indicando a

recuperacdo do tecido lesionado.
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Figura 1 — Microscopia de luz de pele intacta e lesada corada com HE. Comparacao da pele
normal (G) e o processo reparativo em peles de animais ndo tratados (A, B) e tratados com
sulfadiazina de prata (C, D) e com pomada de confrei (E, F), em 3 dias p0s lesdo (A, C, E)
e 7 dias (B, D, F) dias pds-injuria. Barra: 500 pm.

Fonte: produgéo do autor.
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5.2 Quantificacdo do colageno

O colégeno foi quantificado utilizando-se o programa Image J nas fotos retiradas, e a
area da figura foi medida. Os valores para o grupo CO foram 126,07 para 3 dias e 147 para 7
dias. Para o grupo S foram 121 para 3 dias e 161 para 7 dias. Para o grupo tratado com confrei
CF os valores foram 157 para 3 dias e 210 para 7 dias.

A estatistica mostrou um aumento significativo de colageno no grupo CF tanto em 3
quanto em 7 dias, comparados aos demais grupos. CO e S ndo apresentaram diferencas em
ambos 0s tempos, com ou sem tratamento (Figura 2). Comparando-se 0s grupos corados com
picrossirius, uma maior e melhor organizacdo do coldgeno foi vista no grupo CF,
principalmente em 7 dias pds injaria (Figura 3), corroborando o resultado quantitativo,
embora haja uma evolugdo para uma melhora na matriz colagénica de 3 para 7 dias pos lesao

em todos os grupos analisados.



31

70.0 -
a b a
£0.0 4
a b a
50.0 -
z
P 400
o
4]
-
S 300 -
x
20.0 -
10.0 1
0.0
o) ‘ CF ‘ 3 co ‘ CF ‘ 3
3d 7d

Figura 2 — Quantificacdo de colageno. Somente o grupo CF, tanto em 3 quanto em 7 dias,
apresentou diferencas significativas em relacdo ao grupo CO e ao grupo S. b = p <0,05.

Fonte: producéo do autor
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Figura 3 — Coloracdo com Picrossirius. Animais controle (A, B) e tratados com sulfadiazina
de prata (C, D) e com pomada de confrei (E, F), em 3 dias pés lesdo (A, C, E) e 7 dias (B, D,
F) dias pos-injuria. Embora seja vista uma melhora em todos os grupos de 3 para 7 dias, a
melhor organizacdo do colageno é vista no grupo CF em ambos os tempos de tratamento.
Barra: 50 pm.

Fonte: producédo do autor.
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5.3 Quantificacdo de mastocitos

Para a contagem de mastdcitos foram utilizadas 1aminas coradas em AT. Os resultados
conseguidos representam os valores médios das contagens de 10 campos em cada lamina.
Para o grupo CO foi encontrada uma média de 38 células em 3 dias e 16 celulas em 7 dias.
Para o grupo da S foi vista uma media 53 células em 3 dias de tratamento e 56 células em 7
dias de tratamento. Para o grupo CF encontramos uma média 12 células em 3 dias e 9 células
em 7 dias. A regido da ferida foi a regido quantificada. Os resultados estatisticos mostraram
que em 3 dias, o grupo CF teve uma reducdo significativa no nimero de mastocitos em
relacdo aos demais grupos. Em 7 dias apds os tratamentos, o grupo S apresentou aumento
significativo na contagem de mastdcitos comparados aos demais grupos, enquanto percebe-se
uma diminuic¢do nos demais grupos. Em 7 dias, o grupo CF apresentou a mesma tendéncia do

controle na diminuigdo no nimero destas células. (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 - Quantificacdo de mastdcitos. Em 3 dias somente o grupo CF, apresentou uma
reducdo significativa na quantidade destas células. Em 7 dias o grupo S apresentou um
aumento significativo de mastocitos em relacdo ao grupo CO e ao grupo CF. b = p <0,05.

Fonte: producéo do autor
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Figura 5 — Microscopia de luz de pele corada com AT. Animais controle (A, B) e tratados
com sulfadiazina de prata (C, D) e com pomada de confrei (E, F), em 3 dias pos lesdo (A, C,
E) e 7 dias (B, D, F) dias p6s-injdria. Barra: 50 um. Detalhe em C: barra 20 um, mostrando
um mastocito degranulando.

Fonte: producéo do autor
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Avaliacdo da angiogénese

A avaliacdo da angiogénese foi realizada através da contagem de vasos utilizando-se

as laminas coradas em HE, e também através da dosagem do contetdo de hemoglobina. A

contagem de vasos representa 0s valores médios por campo encontrados na regido da ferida

das laminas analisadas. Em 3 dias ndo houve diferencas significativas entre oS grupos,

contudo em 7 dias apés a lesdo o grupo CF mostrou uma reducdo significativa no nimero de

vasos sanguineos se comparado aos demais grupos neste mesmo tempo (Figura 6 e 7).0s

niv

gru

eis de hemoglobina em 3 dias apresenta-se igual em todos os grupos, contudo em 7 dias 0

po CF apresentou uma quantidade de hemoglobina significativamente menor se

comparada aos demais grupos (Figura 8).

Fig

ura 6 — Quantificacdo de vasos sanguineos (HE). Em 3 dias ndo houve diferencas

significativas entre os grupos.Em 7 dias somente o grupo CF, apresentou uma redugéo
significativa na quantidade dos vasos. b =p < 0,05.
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Figura 7 — Analise de vasos sanguineos em laminas coradas com HE. Animais controle (A, B)
e tratados com sulfadiazina de prata (C, D) e com pomada de confrei (E, F), em 3 dias pds
lesdo (A, C, E) e 7 dias (B, D, F) dias pos-injuria. As setas indicam vasos. No grupo CF 7
dias apo6s a injuria (F), a presenca de vasos sanguineos € bem menor se comparada aos demais
grupos. Barra: 50 pm.

Fonte: producéo do autor.
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Figura 8 — Dosagem de hemoglobina. O contetdo de hemoglobina em 3 dias é igual para
todos os grupos analisados. Em 7 dias pds injdria, o grupo CF mostrou uma quantidade menor
de hemoglobina se comparado ao grupo CO (*) e ao grupo S (#). ** p< 0,01 e ###p< 0,001.

Fonte: producdo do autor.

5.5 Quantificacdo da proliferacédo celular

Para a quantificagdo da proliferacdo celular utilizamos as laminas da
Imunocitoquimica. Foram observadas as marcacdes celulares tanto na epiderme quanto na
derme em ambos os tempos de tratamento. Analisando-se primeiramente o epitélio ao lado da
lesdo, visto que as células sofrem mitose nesta regido e posteriormente migram para recompor
0 epitélio injuriado, em 3 dias todos 0s grupos apresentaram a mesma taxa de proliferacao
celular e em 7 dias a proliferacdo continuou aumentada somente no grupo controle, visto que
houve uma diminuicdo significativa desta taxa nos grupos CF e S. Quando se analisou a

proliferacdo na regido da lesdo propriamente dita, tanto em 3 quanto 7 dias, a taxa
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proliferativa foi maior no grupo S quando comparada aos demais grupos, € o grupo CF
apresentou a mesma tendéncia do controle. Embora as comparag6es entre os diferentes grupos
tenham sido realizadas dentro do mesmo tempo, é importante ressaltar que existe uma
diminuicdo da proliferacdo celular, tanto em células epiteliais, quanto em células dermais,

quando se observa a passagem de tempo de 3 para 7 dias (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 — Quantificacdo da taxa de proliferacdo celular no epitélio e na regido da lesdo. Para
0 epitélio, somente em 7 dias os grupos CF e S apresentaram uma reducdo significativa de
proliferagdo. Na regido da lesdo, tanto em 3 quanto em 7 dias, 0 grupo S apresentou um
aumento significativo na taxa proliferativa. b =p < 0,05.

Fonte: produgdo do autor.
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Figura 10 — Imunocitoquimica da proliferagdo. Representagdo da proliferagdo do epitélio em 3
dias para o grupo CO (A), CF (B) e S (C) e 7 dias para o grupo CO (G), CF (H) e S (I).
Proliferacdo na regido da ferida: 3 dias para o grupo CO (D), CF (E) e S (F), e 7 dias para 0
grupo CO (J), CF (K) e S (L). A marcacdo em marrom e as setas indicam células em
proliferacdo. Barra: 50 pum.

Fonte: producéo do autor.
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5.6 Avaliacao da inflamacéao

Os componentes inflamatérios do tecido fibrovascular induzidos pela lesdo foram
determinados pela estimativa do nimero de leucdcitos presentes na regido da ferida através da
avaliacdo das atividades das enzimas MPO e NAG. O nimero de neutréfilos (como atividade
da MPQO), em trés dias pos-injuria foi semelhante em todos os grupos, em 7 dias o grupo CF
apresentou reducdo significativa na quantidade de neutrofilos, e o grupo S apresentou
consideravel aumento comparado ao grupo CO e CF. Com relacdo ao nimero de macrofagos
(atividade da NAG), somente em 7 dias pds lesdo foram observadas diferencas entre os
grupos, sendo que o grupo CF apresentou uma reducdo na quantidade destas células,
comparado ao grupo CO e S, e 0 grupo S apresentou um aumento comparado ao grupo CF

(figura 11 A e B).
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Figura 11 — Andlise do infiltrado de células inflamatdrias na regido da ferida. A (acimulo de
neutrofilos) e B (acimulo de macréfagos). Em A o grupo CF mostrou uma diminuicéo
significativa da quantidade de neutréfilos e o grupo S um aumento consideravel. Em B
também o grupo CF mostrou uma quantidade significativamente menor de macréfagos se

comparado aos demais grupos. * e #p< 0,05; ** p< 0,01; ### p< 0,001.

Fonte: producdo do autor.
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5.7 Analise da presenca de MMPs

Para confirmar a presenca de MMP 2 e 9 foi realizada a citoquimica para as mesmas.
As imagens mostraram a presenca de ambas as MMPs em todos os grupos analisados, embora

n&o se tenha conseguido realizar a quantificagdo de tais metaloproteinases (Figura 12).

MMP2 CO CF S

AV T

MMP9 CO

Figura 12. Imunocitoquimica para MMP 2 e 9. MMP 2 em 3 e 7 dias pos lesdo
respectivamente: grupo CO (A, D), CF (B, E) e S (C, F). MMP 9 em 3 e 7 dias apés a
injaria: CO (G, J), CF (H, K) e S (I, L). Barra: 50 pum.

Fonte: produgéo do autor.
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6 DISCUSSAO

A cicatrizacdo de feridas e resultante do equilibrio entre as influéncias do meio
interno(intrinseco) e os fatores externos conhecidos como extrinsecos (ROBSON, 1990). A
atuacdo destes fatores fazem com que as feridas se curem passando por fases que podem se
sobrepor, resultando num processo complexo que pode ser dividido em trés fases:
inflamatoria, proliferativa e remodelagdo. Alguns autores tém dividido a cicatrizacdo de
feridas em quatro etapas, com a primeira etapa sendo a hemostasia, destacando a importancia
de respostas vasculares, portanto: Hemostasia, inflamagdo, proliferacdo e remodelagéo
(CHIN, 2005; BUCHANAN, 2009).A cascata de cicatrizacdo comeca imediatamente apds a
lesdo, eficiente e organizada objetivando o reparo que se refere a um processo dinamico que
resulta na restauracdo da arquitetura tecidual e da funcdo apos a lesdo; bem como eliminar
estes agentes lesivos, toxicos ou inflamatérios que sdo criticos para a sobrevivéncia de um
organismo (LAZARUS et al,1994).

A progressdo ordenada de uma série de eventos cicatriciais, que estabelecem a
integridade do tecido danificado, pode ser afetada por muitos fatores, logo se a cura ndo
conseguir progredir, no habitual passo, pode levar ao desenvolvimento de feridas crénicas.
Contudo a resposta inflamatéria serve para estimular os processos de reparo (KUMAR et al.,
2008) e se exacerbada pode também cursar com a cronicidade da lesdo. As feridas cronicas
sd0 o resultado de um processo de reparagdo imperfeita, que € incapaz de restaurar a
integridade anatémica e funcional num periodo de tempo apropriado. As feridas cronicas séo
frequentemente um desafio de condutas médicas, mesmo com uma abordagem
interdisciplinar. A qualidade de vida dos individuos afetados é comprometida, além de
criarem um 6nus econémico significativo nos orcamentos de saude dedicados ao cuidado de

feridas (NAGORI, 2011).



45

Apo6s o trauma local o organismo normalmente leva a reparacdo tecidual e
restauracdo da funcdo atraves da inflamacdo que pode ser subdividida em resposta vascular e
celular. As respostas vasculares caracterizadas pela coagulacdo do sangue e pela a hemostasia
ocorrem apds o ferimento. A ruptura dos vasos na area traumatizada leva ao sangramento que
ocorre imediatamente ap0s a lesdo de tecidos, como resultado desta ruptura de vasos
sanguineos ocorre a hemostasia que consiste de dois processos principais: o desenvolvimento
de um coagulo de fibrina e a prépria coagulacdo. O primeiro passo para a cicatrizacdo de
feridas é a hemostasia onde ha o extravasamento de liquidos para o espaco extra vascular,
consequentemente ocorre o bloqueio da drenagem linfatica, que pode produzir os sinais
cardinais da inflamacgdo: que sdo a dor, vermelhiddo, o inchaco e o calor e posteriormente a
perda da funcédo. Esta resposta inflamatdria aguda geralmente dura entre 24 e 48 horas e pode
persistir por até duas semanas (COUSSERS & WERB, 2002).

No presente trabalho os tempos analisados foram de trés e sete dias ap0os a leséo,
tempo este que engloba a fase inflamatoria e inicio da fase proliferativa. Nos primeiros dias
tem-se uma taxa muito alta de angiogénese, fato caracterizado pelo surgimento de novos
vasos a partir de vasos pré-existentes. Este € um dos processos para cicatrizacdao de feridas,
visto que a vascularizagdo fornece nutrientes e oxigénio para o local da ferida durante a
subsequente fase proliferativa que consumira muita energia.

Vale salientar que o desenvolvimento de novos vasos capilares é dependente nao
somente de células como queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais que séo capazes de
produzir o fator de crescimento endotelial vascular, fator esse que é expresso em baixos niveis
em pele humana normal, ao passo que a sua expressdo e altamente regulada durante a
cicatrizacao de feridas e tem sido demostrado desempenhar um papel critico na angiogénese,
mas também depende da quantidade e organizacdo dos componentes da matriz extracelular. A

matriz extracelular é critica para o crescimento dos vasos sanguineos e sua manutencao,
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atuando como suporte, através do qual as células endoteliais podem migrar e ainda como um
reservatorio modulador para fatores de crescimento (FENG, 1999; L1 2003).

No que tange a neovascularizacdo, atraves da quantificacdo do total de vasos
sanguineos e a dosagem de hemoglobina, nosso estudo ndo mostrou diferencas entre os
grupos analisados no tempo de 3 dias apds a injuria, contudo em sete dias pds lesdo, o grupo
de animais tratados com confrei (grupo CF), apresentou uma menor quantidade de vasos
sanguineos e a mesma tendéncia para a dosagem de hemoglobina, demonstrando entdo que o
confrei apresenta efeito anti-angiogénico no reparo tecidual. Ao diminuir a angiogénese
exacerbada, visto que esse aumento na angiogénese gera um ambiente desequilibrado que
pode propiciar um aumento do infiltrado inflamatério, o qual libera substancias pro-
angiogeénicas, sendo que estas atrairdo mais células imunes através da migracdo pelos novos
vasos e assim, cria-se um circulo vicioso (JACKSON et al.,, 1997; MROWIETZ &
BOEHNCKE, 2006), o confrei apresentou entdo um potente efeito no auxilio do reparo.

Véarios mediadores quimicos (citocinas, histaminas, proteases, dentre outros) sdo
liberados pelas células apds uma injuria (COUSSERS & WERB, 2002). Estes componentes
ou ficam armazenados em mastdcitos ou sdo produzidos por células vistas na regido da leséo,
como por exemplo, macrofagos, neutréfilos e células estromais. Esses mediadores provocam
vasodilatacdo, promovem adesdo endotelial e maior recrutamento de células inflamatérias
(NATHAN, 2002; FILHO, 2008).

Os mastocitos, macrofagos e neutrofilos advindos deste recrutamento infiltram a area
da ferida e auxiliam na limpeza e remocgédo de restos do tecido lesionado. Os neutrofilos
predominam nas primeiras 24 horas e ap0s aproximadamente 48 horas do inicio da lesdo
ocorre a predominancia de macrofagos no sitio da injaria (FILHO, 2006; KUMAR, et al.,

2008).
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A resposta celular da fase inflamatoria entdo é caracterizada pelo influxo destas
células ja citadas para a area de lesdo. No estado inflamatorio inicial os neutrofilos e os
monacitos sdo as células predominantes no local da lesdo. Um dos componentes inflamatorios
avaliados neste trabalho foi a avaliacdo da atividade de MPO, um dado que representa
neutrofilos ativados.Corroborando o resultado de uma menor taxa de angiogénese no grupo
CF, este mesmo grupo apresentou uma reducéo significativa de MPO, ao passo que 0 grupo S
apresentou uma quantidade maior destas células, sendo que mais uma vez ficou evidenciada a
acao anti-inflamatoria do confrei através da reducdo do numero de neutréfilos demonstrada
pela medida da atividade de MPO.

Seguindo a mesma linha de raciocinio também se analisou a atividade de NAG
(representando monacitos/macrofagos ativados), visto que estas células também séo
encontradas na regido da lesdo. Novamente o grupo CF apresentou uma reducao nos niveis de
NAG, ao passo que os animais tratados com sulfadiazina de prata apresentaram uma maior
concentracdo destas células.Os macréfagos sdo considerados células reguladoras das mais
importantes na reacdo inflamatéria (FILHO, 2006; KUMARet al., 2008). Os macréfagos
fagocitam, digerem e matam organismos patogénicos; limpam os restos de tecido, e destroem
quaisquer neutrdfilos restantes, visto que estes granulécitos sdo os mais abundantes na
corrente sanguinea e representam a primeira linha de defesa contra infecgdes. Uma vez no
local da ferida, os macrofagos ativados liberam importantes fatores de crescimento e
citocinas, iniciando a formacao de tecido de granulagdo. Os macrofagos produzem a NAG (n-
acetil-D-glicosaminidase) que € uma enzima lisossdmica produzida demonstrando a ativacédo
destas células (VISSER et al., 2006).

Ainda com relagdo aos componentes celulares os mastécitos sdo células importantes
envolvidas em numerosas atividades que vdo desde o controle do ténus vascular até a

participacdo no reparo tecidual, onde sdo capazes de sintetizar uma série de mediadores
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quimioatraentes FORSYTHE et al.,, 2001). Durante o reparo tecidual, essas células
apresentam habilidade para regular a ativacdo, migracdo e proliferacdo de outras células
inflamatdrias, a formacao de tecido de granulacéo, angiogénese e proliferacédo de fibroblastos
(MAURER et al., 2003).Uma vez ativados por leséo tecidual direta, os mastécitos localizados
nas bordas da ferida lancam, por meio da degranulacdo, os mediadores essenciais para
desencadear a reacdo inflamatoria do tecido lesado(SAYED, 1993). Os mastocitos exercem
papel fundamental na inflamacdo com o recrutamento de leucdcitos (KANWAR 1994) e o
aumento da expressao de moléculas de adesdo endotelial (selectinas, integrinas) (WALSH
1991; CHRISTOFIDOU 1996), para que novas células sejam atraidas e consigam migrar. O
grupo CF neste trabalho, ja em 3 dias apds a lesdo mostrou uma quantidade menor no numero
desta células, ao passo que no grupo S a quantidade continuou aumentada mesmo em 7 dias
apos a injuria. Alguns estudos mostraram que a presenca elevada de mastécitos, assim como
sua degranulacdo e liberacdo de histamina, leva a um aumento da permeabilidade micro-
vascular e a infiltracdo leucocitaria, indicando que a atividade dos mastocitos estd
potencializada e leva a uma cronificacdo da inflamacdo (MASINI et al., 1991; GABOURYET
al., 1996; GOTTWALD, 1998; AMADEU & COSTA, 2006). Esses achados podem explicar
0 aumento no nimero de mastdcitos bem como sua maior degranulacdo observada no grupo
tratado com S, principalmente em 7 dias ap6s a lesdo onde se notou a permanéncia do
processo inflamatdério com maior angiogénese, se comparado aos demais grupos, como foi
visto na analise geral dos cortes. A contribuicdo significativa dos mastocitos para o dano
tecidual e propagacédo da resposta inflamatdria, torna vital o controle da funcdo dos mastocitos
em muitas condic¢des patologicas (Forsythe et al., 2001).

Além de atuar na fase inicial inflamatoria, o mastocito também atua nas fases
subsequentes sendo capaz de liberar substancias com atividade especifica fibroproliferativas

tais como a histamina (KUPIETZKY, 1996) fibrogénicas como as citocinas (IL-1, IL-4 e


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.0959-4493.2001.00272.x/full#b88
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.0959-4493.2001.00272.x/full#b109
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.0959-4493.2001.00272.x/full#b109
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TNF), e os fatores de crescimento (TGF e FGFb) (QUI, 1998), possuem ainda as armas
bioldgicas necessarias para estimular a quimiotaxia, a migracéo, a diferenciacao fenotipica e
atividade biossintese de fibroblastos, além de auxiliar na proliferacdo de células endoteliais e
queratinécitos (MOULIN, 1998) que sdo essenciais para a reparacdo. Extratos de mastocitos
podem ativar fibroblastos, desempenhando um papel essencial na deposicdo de matriz de
tecido conjuntivo através da sintese de colageno e a ativacdo da gelatinase A, uma enzima
envolvida na remodelacdo da matriz (BERTON, 2000). Existe uma verdadeira sinergia entre
funcdo de mastocitos e fibroblastos, impulsionado pela recente descoberta de que existe um
aparelno de membrana (gap junctions) entre estes dois tipos de células, permitindo a
interligacdo fisica direta (METCALFE 1997; VLIAGOFTIS 1999). A maior taxa de
proliferacdo encontrada no grupo tratado pela Sulfadiazina de prata provavelmente se
relaciona com a atividade de mastdcitos atraindo para a regido células inflamatérias, como
neutréfilos e macréofagos.

Durante a fase proliferativa, existe a formacdo de epitélio para cobrir a superficie da
ferida e juntamente hd um crescimento do tecido de granulacdo para preencher o espaco da
ferida. A formagdo do tecido de granulacdo envolve a proliferacdo de fibroblastos, a
deposicdo de colageno e outros componentes da matriz extracelular. Algumas citocinas
produzidas pelas células inflamatérias aumentam a transcricdo de genes para colageno,
proteoglicanos e fibronectina e assim, aumentam a producéo de proteinas de matriz (HALL et
al., 2003).

Na analise das laminas dos grupos corados com picrossirius, foi observada uma maior
quantidade de colageno tipo I no grupo CF, em ambos os tempos de tratamento, embora haja
uma tendéncia para 0 aumento da deposicdo de colageno durante a evolucdo temporal do
processo de reparo, visto que ja foi relatado que ha um aumento na sintese de colageno e

outras proteinas nao colagénicas (WOO et al., 1999; LIN et al., 2004).
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Outro fator que também pode explicar uma menor quantidade de colageno nos grupos
CO e S, nestes dias pos-injaria observados, refere-se a maior presenca de macréfagos e outras
células fagocitarias, como eosinéfilos e neutrofilos, que removem os fragmentos de
substancias ndo-colagénicas intercelulares e as fibras de colageno degeneradas pela ruptura e
algumas recém-formadas (MARSOLAIS et al., 2001). Com a ruptura das fibras de colageno é
detectada a deposicéo de fibrina-fibronectina, moléculas estas que estabilizardo a nova matriz
extracelular a ser sintetizada e também atuam como uma rede para a migracdo e adesao
celular (MIDWOOD et al., 2004). E fundamental a deposicdo de colageno, pois ele preenche
o leito da ferida e permite que o processo de reepitelizacdo possa comecar (LEE, 2004),
portanto, além de estabilizar a regido da ferida e recompd-Ia, a sintese dessa proteina na pele
contribui em muito para restaurar a funcionalidade da pele. Como no grupo CF a deposicdo de
colageno foi maior, é de se esperar que o processo inflamatério, combinado com os demais
resultados, seja menor neste grupo.

O coléageno depositado inicialmente é mais fino que o coldgeno de um tecido sem
lesdo e esta orientado paralelamente a pele. Com o passar do tempo, o colageno inicial é
reabsorvido e um colageno mais espesso é depositado e organizado paralelamente as linhas de
tensdo. Estas alteracGes sdao acompanhadas também com um aumento da forca tensora da
ferida indicando uma correlacdo positiva com a espessura do colageno/orientacdo e forca
tensora e determinam a fase de remodelamento (WITTE & BARBUL, 1997; DIEGELMANN,
2003).

Além disso, vale ressaltar que durante o reparo existe uma grande atividade de
colagenases, que digerem moléculas de colageno de fibras e fibrilas fragmentadas durante a
seccdo. Nos nossos resultados notamos a presenca de metaloproteinases (MMPs) 2 e 9 em

todos os grupos, embora ndo tenhamos conseguido quantifica-las.
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As trés fases de cicatrizacdo de feridas s@o eventos ndo lineares e sim sobrepostos no
tempo que ocorre o processo de reparacdo da ferida, atraves da formacdo de um coagulo de
fibrina na fase inflamatoria precoce sendo substituido por tecido de granulacdo, rico em
colageno do tipo Il e em vasos sanguineos neoformados durante a fase proliferativa, com
subsequente substituicdo por uma cicatriz predominantemente de coladgeno do tipo | e vasos
sanguineos maduros (WELCH ,1990). Com o fechamento da ferida, gradualmente ocorre
degradacdo do colageno tipo Il e substituicdo pelo colageno tipo I. O processo desta
conversdo da derme ¢é realizado atraves principalmente da acdo de MMPs (VISSE, 2003). As
metaloproteinases de matriz (MMPSs) constituem uma familia de enzimas que partilham varias
propriedades comuns (WOESSNERN, 1998; ALPAGOT et al., 2001). Atualmente, mais de
20 MMPs diferentes foram caracterizadas e essas proteases devem ser capazes de clivar ou
degradar, pelo menos, uma proteina de matriz extracelular, sendo que na verdade, a maioria
das MMPs pode degradar varias proteinas da matriz.

Tanto queratindcitos, como miofibroblastos, fibroblastos, células endoteliais, e células
perivasculares em todo o leito da ferida, macréfagos e neutrofilos podem expressar MMPs
(STRICKLIN 1994; MADLENER 1998), ou seja, a maioria das células encontradas no
momento do reparo da ferida. O equilibrio entre as atividades de MMPs e inibidores teciduais
de metaloproteinases (TIMPS) também é fundamental para a cicatrizacdo e remodelacdo
(USUI, 2008), pois uma propor¢do anormal de enzimas de degradacdo favorece a nao
deposicdo de tecido para o fechamento da ferida, logo a presenca de TIMPs é crucial, pois

caso contrario, ndo permitiria a formagéao do tecido cicatricial (SCHAUBER, 2008).
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7 CONCLUSAO

Analisando os resultados encontrados neste trabalho, através de dados morfoldgicos e
bioquimicos, podemos concluir que o confrei apresentou um efeito anti-inflamatorio melhor,
em ambos os tempos de lesdo estudados. O confrei se mostrou melhor ao controlar a presenca
de células inflamatdrias, controlar a angiogénese exacerbada e aumentar a deposicdo de
colageno funcional. Ja a Sulfadiazina de prata, um farmaco muito utilizado na pratica médica,
potencializou o efeito pro-inflamatério, o que leva o tecido a passar por um processo de
cronificacdo da ferida. Portanto, o confrei apresentou um efeito benéfico para a recuperagédo

deste modelo de ferida de pele.
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