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RESUMO

EFEITO DA EMULSAO CONTENDO OLEO DE ANDIROBA NO PROCESSO DA
CICATRIZACAO — ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO EM RATOS

Chang Yung Chia

Orientadores: Professora Doutora Christina Maeda Takiya
Professor Doutor José Eduardo Ferreira Manso

Professor Doutor César Silveira Claudio-da-Silva

Resumo da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pdés—
Graduacdo em Ciéncias Cirurgicas, do Departamento de Cirurgia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos

necessarios a obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias Cirargicas em Medicina.

A resposta inflamatéria decorrente do trauma € inevitivel, as suas
consequéncias podem ser devastadoras, e constituem um dos maiores problemas
médico, econdmico, e social na atualidade. Ao longo da evolucdo, a capacidade de
“curar” a ferida pelo processo da regeneragao parece que foi inibida nos mamfferos
pelo desenvolvimento do sistema imunoldgico, que bloqueia a retomada da
programagcdo embrionaria, fendbmeno visto em animais mais inferiores na escala
zoologica, e durante o desenvolvimento fetal nos humanos. A regeneracdo € o
reestabelecimento da forma e fungdo do tecido ou érgao danificado. Compreender e
controlar o processo da regeneracdo pode solucionar inumeros problemas da saude.
Grandes esfor¢cos sao feitos nesta direcdo, e tem como o modelo de estudo o
processo da cicatrizacdo fetal. Sabe-se hoje que o feto humano cura a ferida sem a
formacdo da cicatriz até o sexto més intra-uterino, e esse processo é 06rgao
dependente e celula especifico, ndo influenciado pelo ambiente. Uma das maiores

diferencas entre a cicatrizacdo fetal e a de adulto ou pds-natal, e talvez um fator



controlavel, é a inflamacao. O processo da inflamacgédo e o sistema imunolégico sao
o alvo principal de estudos, na tentativa de atenuar o processo da cicatrizacdo e
consequente fibrose, que afeta todos os Orgdos. Os resultados das pesquisas
laboratoriais sdo promissores, entretanto, ainda ndo se encontram com eficacia
suficiente para o uso clinico. Até o presente momento, ndo ha substancias de uso
comercial que interfira diretamente no processo de cicatrizagdo, ou seja, ndo existe
nenhum produto “cicatrizante”. A andiroba é uma planta nativa da Amazbnia
brasileira com propriedades anti-inflamatorias e eutroficas. Estudos prévios
realizados por diversos pesquisadores tém mostrado seu efeito benéfico sobre a
inflamacg&o, melhora a cicatrizacdo da ferida com aumento do teor de colageno, da
forca tensil e a re-epitelizacdo. Este trabalho se propb6s a estudar o efeito da
emulsdo comercial contendo 6leo de andiroba, na lesdo cutdnea excisional, de
espessura total em ratos. O estudo histolégico e imunohistoquimico foi realizado nos
dias 3, 7, 15 e 20 apds a inducdo das feridas, e a resisténcia do tecido cicatricial foi
testada no 20° dia. A inflamacéo foi avaliada através da quantificacdo de mastocitos,
macrofagos e do processo de reparacdo da ferida pela quantificacdo de
miofibroblastos, capilares neoformados, e do fator de crescimento transformador 33
(TGF-B3). O grupo tratamento apresentou menor nimero de macréfagos e de
miofibroblastos, e maior quantidade de vasos neoformados e de TGFB3,
estatisticamente significantes. Os animais tratados também apresentaram tecido
cicatricial menor, e com resisténcia a tragdo 30% superior ao grupo controle no dia
20. Conclui-se que o tratamento com a emulsdo contendo Oleo de andiroba testado
modulou o processo de reparacao da ferida com consequente melhor funcionalidade
do tecido cicatricial.

Palavra-chave: Inflamacao; cicatrizacédo; regeneracdo; andiroba; Carapa guianensis.



ABSTRACT

EFFECTS OF EMULSION CONTAINING ANDIROBA OIL IN WOUND HEALING -
IMMUNE-HISTO-CHEMICAL STUDY IN RATS

Chang Yung Chia

Orientadores: Professora Christina Maeda Takiya
Professor Doutor Eduardo Ferreira Manso

Professor Doutor César Silveira Claudio-da-Silva

Abstract da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pés—
Graduacdo em Ciéncias Cirurgicas, do Departamento de Cirurgia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do rio de Janeiro, como parte dos requisitos

necessarios a obtencao do Titulo de Mestre em Ciéncias Cirargicas em Medicina

The infllammatory response is inevitable after tissue injury and its
consequences can be devastating, it also consists in one of the most serious
medical, economic and social problems today. Throughout evolution, the
regenerative capacity in wound healing of mammals seems to have been inhibited by
immune system development, which blocked relaunch of developmental programs
designed to regenerate functional tissue, a phenomenon seen in lower class animals
and during the development of the human fetus. Regeneration is the self-restoration
of form and function of injured tissue or organ. The ability to understand and control
the regeneration process would be the solution for countless medical problems. A
great effort has been made in this way, and the fetal wound healing is the research

model. It's well known that until the second trimester, the fetal skin wounds heals



without scar formation, and this process seems to be organ dependent, and cell
intrinsic, not influenced by the environment. One of most important differences
between fetal and adult wound healing, and perhaps a controllable factor, is
inflammation. The inflammation and the immune system have been thoroughly
researched in the attempt to improve the quality of wound healing and resulting
fibrosis, which affects the entire body. The laboratory results of this research are
promising, but this is not enough evidence for clinical use. Up to now, there is no
commercial product that acts directly in the wound healing process. Andiroba is an
Amazonian native plant with anti-inflammatory and eutrophic properties. Previous
researches have demonstrated its anti-inflammatory effect, which improved wound
healing with faster re-epithelization rate, increased tensile strength and collagen
content. The present study evaluated the effects of the commercial formulation of an
emulsion containing andiroba oil in induced excisional total skin wound in rats,
comparing with a control group. An immunohistochemistry study was performed on
days 3, 7, 15 and 20 after wound induction, and the tensile strength is measured at
day 20. The inflammation was evaluated during the healing process through
morphometric quantification of mast cells, macrophages, myofibroblasts, newly
formed capillary vessels, and transforming growth factor B3 (TGF-B3). The treatment
group showed a lower number of myofibroblasts and macrophages, and increased
quantities of newly formed capillary vessels and TGF-B3, this was statistically
significant. The treatment group also had smaller scars, and 30% higher in tensile
strength resistance compared to the control group at day 20. We concluded that
andiroba oil emulsion modulated the wound healing process with resulting better scar

tissue.

Key words: Inflammation; wound healing; regeneration; andiroba; Carapas

guianensis.
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1. INTRODUCAO

Em humanos uma lesdo tecidual de qualquer oOrgdo, invariavelmente
desencadeia uma reacao inflamatoria, que inicia o processo de reparacao, e resulta
numa cicatriz1?2 Por mais perfeita que seja, a forma e funcdo resultante dessa
reparacdo é sempre inferior a do tecido original.2 Por outro lado, qualquer distirbio
durante o processo de reparacdo, pode levar a ndo cicatrizagéo, ou, a fibrose.* Esse
problema atinge todos os 6rgaos, como a pele, pulmao, rins, figado, coracéo, entre
outros, € 0 mecanismo da cicatrizacdo em todos os 6rgédos € praticamente idéntico.>
Atualmente, a cicatrizacdo de feridas é um dos maiores problemas social,

econdmica, e da saude.b

Alguns animais inferiores na escala zoolégica como anfibios, por exemplo, tem a
capacidade de regenerar a extremidade do membro quando amputado.® Esse
fenbmeno de curar uma ferida sem a formacao de cicatriz é observado também em
alguns mamiferos, como no camundongo espinhoso africano (Acomys spp)g,
descoberto recentemente, e, em fetos humanos até o segundo semestre de
gestacdo®1®,  Inimeras pesquisas foram e estdo sendo desenvolvidas para
desvendar o mecanismo da cicatrizagéo fetal, a fim de compreender e controlar o
processo da cicatrizacdo e da regeneracdo. Sabe-se atualmente, que esse processo
€ basicamente genético, independente do ambiente intra-uterino, e fora do nosso
controle®®. Entretanto, uma das maiores diferencas para a cicatrizagdo “adulta” é a
auséncia, ou a minima presenca, da reacdo inflamatéria na cicatrizacdo fetal36-11, A
primeira fase do processo de cicatrizacdo é a reacdo inflamatoria, e quanto mais
intensa for essa reacdo, maior é a granulacdo e consequente fibrosel?. Nos
conceitos atuais, a inflamacdo ndo € necesséria para iniciar 0 processo da
cicatrizacdo, e, pode até ser deletérial?. As terapias “anti-fibrética” atuais visam
atenuar ou controlar a inflamacgéo, e obter uma cicatrizacdo de melhor qualidade, e
ndo na velocidade de contracdo ou de fechamento da ferida, as custas de maior

fibrose, como a maioria dos produtos de uso clinico propdem.
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O processo de cicatrizacdo € uma reacdo local e sistémica, de alta
complexidade, envolvendo sistemas neuro-endocrino, hematopoiético, imunolégico,
interagindo mediadores, células, e o microambiente!?. Varias substancias
mediadoras foram ou estdo sendo estudadas, com resultados laboratoriais
promissores, mas nhenhuma dessas isoladamente se encontra com eficacia
suficiente para o uso clinico. A maioria dos produtos “cicatrizantes” no mercado séo
basicamente pomadas com efeito hidratante, e antibiética quando associado a
antibidticos, ou a enzimas com efeito de debridamento tecidual. As substancias que
de fato apresentam interferéncia na cicatrizacdo sdo o corticoesteroides, porém, de
acao atrofica e de dificil controle, e, o &cido retindico, de efeito hipertréfico sobre
colagenos!3. Os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) tem efeito deletério na
cicatrizagdo!*. Outros produtos ndo tém efeito “cicatrizante” comprovado. Até o
presente momento, ndo existe nenhuma substancia que interfira diretamente no
processo de cicatrizagdo, acelerando ou melhorando a qualidade da cicatriz.
Acreditava-se que a compressao mecanica poderia evitar cicatrizes hipertréficas, no
entanto, constatou-se que pressdo nado acrescenta efeito benéfico nesse processo.
Os beneficios comprovados na cicatrizacdo sdo a oclusdo da cicatriz, 0 ambiente
mais estéril possivel, e um minimo de umidade. Talvez a diminuicdo da reacédo

inflamatdria possa melhorar estética e funcionalmente a cicatriz.

A planta amazonica brasileira Carapas guianensis, conhecida como andiroba, é
usado pelos nativos como anti-inflamatério, anti-alérgico e cicatrizante. E usado
também como repelente. A emulsdo comercial, além do principal substancia ativa o
Oleo de andiroba, contem Aacido oleico, 6leo de melaleuca, lecitina, colageno
hidrolisado, colesterol, 6leo de canola, 6leo de soja glicina, cetil palmitato, retinil
palmitato, acetato de tocoferol, ozokelite, &cido estearico, manteiga de
Butyrospermum Parkiietc., Clinicamente, ao emulsdo contendo 6leo de andiroba
(EcCOA) é usado no tratamento de queimaduras, escaras, e principalmente, na
dermatite de radioterapia nas pacientes tratadas de cancer de mama. A poténcia
anti-inflamatéria da EcOA foi comprovada em pesquisas cientificas, e tem a
vantagem sobre os corticoesteréides de baixa poténcia por ndo ter acdo atréfical> 1,
Este produto pode ser uma solucdo nacional e de baixo custo na prevencdo da

fibrose cicatricial cutanea.
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2. OBJETIVO

Avaliar o efeito da Emulsdo contendo Oleo de Andiroba (EcOA), formula

industrial, na cicatrizacdo da ferida excisional, de espessura total em ratos.

18



3. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

O Processo da Curada Lesao Tecidual

Apés uma lesdo tecidual, o organismo inicia o processo de cura da ferida.
Dependendo do organismo e da extensdao do trauma sofrido, a cura desencadeada
pode ser pelo processo de cicatrizagéo, resultando num tecido cicatricial com fim de
restaurar a integridade do tecido, ou, pode ser pelo processo de regeneracdo, com
recuperacdo da forma e funcdo original do tecido. Entende-se por reparacdo o

processo da cura por cicatrizagdo com algum grau de regeneracgédo.1’-1°

3.1- Renovacao tecidual, Reparacéo e Regeneracéao

A regeneracgao é a formacgao “de novo” do tecido, na sua forma e fungdo original.
Isso é possivel quando estdo presentes células progenitoras com a capacidade de
desdiferenciacdo e retomar a programacdo embrionaria de formar a matriz
extracelular (MEC), na organiza¢do original composta por varios tecidos. Isto € visto
em animais como salamandra, por exemplo, que consegue regenerar uma
extremidade amputada, com todas as funcGes e formas originais®l. Em humanos, é
observado um crescimento do figado apds a hepatectomia parcial, entretanto, trata-
se de uma hipertrofia compensatéria, e ndo uma verdadeira regeneracdo?’. Quando
a matriz extracelular é preservada apds a lesdo, esta é “re-povoada” pelas
multiplicacdo e diferenciacdo das células progenitoras, e recupera-se a funcdo do
tecido ou 6rgdo. Quando a matriz é lesada de forma irreversivel, ndo ha
recuperacdo, e 0 processo evolui para a formacéo de tecido cicatricial, avascular,
acelular, e desprovida de funcéo. A reparacdo € uma combinacdo de regeneracao e

cicatrizagadol’.

Os tecidos de alta capacidade proliferativa como o sistema hematopoiético,
epiderme e trato gastrointestinal, podem apresentar “regeneragao” apoés lesao, deste
que as células progenitoras desses tecidos ndo sejam destruidos. Na verdade, é um

processo de renovacgdo celular e teciduall’.
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A incapacidade de regenerar um tecido ou 6rgao, perdido ou inibido nos
mamiferos ao longo da evolucdo, é atribuido a necessidade de rapido fechamento
da ferida atraves da formacdo de cicatriz, para preservar a vida, em detrimento da
recuperacdo funcional do tecido ou 6rgdo. A auséncia da formacédo de blastema, e
do processo de regeneracdo parece ser bloqueados pela rapida resposta

imunolégica e fibroproliferativa apds lesdo, nos mamiferos.

3.2- Cicatrizacédo e Formacéo de Fibrose

Nas lesbes graves com destruicdo do arcabouco estromal e células do
parénquima, a cura da ferida se processa por reparacdo com deposicdo de

colagenos e outros componentes da MEC, formando uma cicatriz.417:

O termo fibrose é usado para descrever a extensa deposicao de colageno feita

pelo fibroblasto sob um estimulo continuo.*17:

3.2.1 —Processo de Cicatrizagao (Adulta)

O processo da cicatrizacdo cutanea € complexo e pode ser dividido
arbitrariamente em trés fases sobrepostas, a fase da inflamacéo, da proliferacéo, e
da remodelacdo. Uma lesdo tecidual causa a adesdo e agregacdo plaquetaria, e
formacdo de trombo, e ao mesmo tempo, inicia a resposta inflamatéria. A fase
proliferativa segue com formacgao de tecido de granulacédo, proliferacdo e migragao
de células do tecido conectivo, e, re-epitelizacdo da superficie da ferida. Na fase de
maturacdo ou de remodelacdo, envolve a remodelagdo da MEC e contragédo
cicatricial. Nesse processo, pode haver algum grau de regeneracdo, dependendo da
capacidade proliferativa das células do tecido, do grau da integridade da MEC, e, da

resolucdo do estimulo e da reacéo inflamatéria.?1’

A forma mais simples da cura da ferida € a unido primaria ou por primeira
intencdo, onde as bordas da incisdo cirdrgica, aproximadas por sutura, sao limpas e

sem infeccdo, e com minimo de danos celulares epiteliais, de tecido conectivo, e da
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membrana basal epitelial. A re-epitelizacdo ocorre com a formagdo de uma cicatriz

relativamente fina.217

A reparacdo de feridas excisionais de largos defeitos da superficie cutanea
envolve reacdes inflamatérias mais intensas, e abundante granulacdo e de
deposicdo de colagenos, formando cicatrizes mais extensas e geralmente com

contracdo. Essa é a cicatrizacdo secundaria ou por segunda intencdo, € 0

mecanismo basicamente é a mesma da de primeira intengdo.?1’

A fase inflamatéria pode ser subdividida em fase vascular e fase celular. Na
fase vascular ocorre a hemostasia, a ativacdo da cascata de coagulacdo e a
formagcdo do trombo. Esse trombo, além de hemacias e plaquetas, contém fibrina,
fibronectina, e componentes do sistema do complemento, e, constitui a MEC
provisoria para migracdo de leucocitos, queratinocitos, fibroblastos, células
endoteliais, atraidas pelos fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas. A
plaqueta, além de desempenhar o papel principal na hemostasia, inicia o processo
de inflamacdo e de regeneracdo atraves de liberacdo de fatores de crescimento
como fator de crescimento transformador alfa (TGF-a), fator de crescimento
transformador beta (TGF-B), e fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF). A
fase celular se caracteriza pelo influxo de leucécitos. Logo apds a lesdo, os
neutrofilos e o mondcitos sao recrutado pelos fatores quimiotaticos liberados pelo
mastécito, que atravessam o capilar para o sitio da lesdo. Na fase precoce da
inflamacéo, predominam essas células, que duram poucos dias, e na fase tardia, o
nimero de neutréfilos declina, e os mondcitos se transformam em grandes
macréfagos fagociticos e passam a predominar. Os macréfagos liberam varios
fatores de crescimento incluindo PDGF, fator de crescimento de fibroblasto (FGF),
fator de crescimento vascular-endotelial (VEGF), TGF-a e TGF-B, promovendo
angiogenese e formacao de tecido de granulagdo. Além disso, fazem a transicéo da
fase de inflamacdo para a fase proliferativa. A fase inflamatoria geralmente dura

duas semanas.l217

Na fase proliferativa, predomina a atividade celular, a re-epitelizagédo, a

angiogenese, e a fibroplasia.
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A re-epitelizacdo envolve a migracdo e a proliferacdo de queratindcitos
adjacentes formando o fronte de epitelizacdo que avanca e migra para dentro da
ferida, a diferenciacdo do novo epitélio para epiderme estratificado, e a restauracéo
da zona de membrana basal intacta que conecta a epiderme com a derme

subjacente.

Concomitante com a epitelizacao, ocorre a fibroplasia, que é a proliferacdo de
fibroblastos, a migragao para dentro da rede de fibrina formada, e a mudanca do seu
fenétipo para pro-fibrose e inicia a producdo de novo colageno e de outras proteinas
da MEC, que formam o tecido de granulacdo. Inicialmente, a matriz provisoria é
composta, além de fibrina e fibronectina, de colageno tipo lll, que posteriormente
serd substituido por tipo . o TGF-B € o mais importante agente fibrogénico,
produzido pela maioria das células do tecido de granulacdo, e causam a proliferacéao
e migracdo de fibroblasto, aumento de sintese de coldgeno e de fibronectina, e

diminui a degradacéo de MEC por metaloproteinases.?1’

Angiogenese € o crescimento de novos vasos para dentro da ferida a partir de
brotos quiescentes da vasculatura adjacente a ferida. Em resposta a lesado, as
células microvasculares endoteliais iniciam o processo angiogénico de ativacdo das
células endoteliais, degradacdo local da membrana basal, brotamento penetrando
na rede de fibrina, proliferacdo celular, formacdo de estrutura tubular, reconstrucéo

da membrana basal.21?

Durante a segunda semana, infiltrado leucocitario, o edema, e o processo da
vascularizacdo diminuem, e aumenta o acumulo de colageno. A matriz do tecido de
granulacé@o original é convertida em cicatriz avascular e esbranquigada, composta de
fibroblastos fusiformes, colagenos condensados, fragmentos de tecido elastico, e
outros componentes da MEC. Os apéndices da pele destruidos permanecerdo

perdidos.?1’

A contracdo da ferida comeca logo apds a cicatrizacdo e tem 0 seu auge na
segunda semana. A intensidade da contragdo depende e é proporcional a
profundidade da lesdo. Nas lesbes de espessura total, a contracdo € parte
importante da reparagao e responde por 40% da diminuigdo do tamanho da ferida.

Na reparacdo das feridas de espessura parcial, a contribuicdo do processo da
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contragdo € menos importante. Os miofibroblastos, principais moduladores da
contracdo, sao caracterizados pela expressdo de musculo liso a-actina e vimentina,
pela acdo de contracdo na cicatrizacdo, e na producdo de componentes da MEC,
como colageno do tipo I. S&o formados a partir dos fibroblastos sob efeito de PDGF,
TGF-B1 e FGF-2, secretados pelo macréfago do sitio da ferida, mas também podem
se originar dos fibrocitos, células precursoras da medula 6ssea, dos pericitos, ou das

células epiteliais, através do processo de transi¢édo epitélio-mesenquimal.21’

Remodelacdo consiste em substituicdo do tecido de granulagcdo por
cicatrizacdo, envolvendo mudanca da composicdo da MEC. Com o fechamento da
ferida, o colageno tipo Il predominante no tecido de granulacdo e caracteristico da
derme fetal, € gradualmente degradado e substituido por do tipo I, que compde 80%
do colageno da pele do adulto sadio. Esse balanco entre sintese e degradacédo da
MEC ¢é predominantemente mediado pela matriz metaloproteinase (MMP), que por
sua vez, é finamente controlado por seus ativadores e inibidores, e esse processo €

critico para remodelagéo da cicatriz.21’

3.2.2 - Cicatrizacao Fetal

O feto humano de até 6 meses de gestacdo cura a ferida cutdnea com 0 processo
de regeneracdo, sem a formacdo da cicatriz. Esse conceito é bem estabelecido
deste 1970, entretanto, até o presente momento, 0 mecanismo ainda ndo é

compreendido.

Esse processo parece ser Orgdo dependente e celular especifico,
independente do ambiente. Comparado com a do adulto, a cicatrizacdo fetal
apresenta a reacdo inflamatéria diferente e reduzida. As células imunes aparecem
em menor quantidade e em menor periodo de tempo, e sdo menos ativadas, como
no caso de macréfagos, assim como os fatores de crescimento. Estudos
demonstraram que fetos com inflamacéao artificialmente induzidas, repararam com
formacdo de cicatriz, como no adulto. E pesquisas com camundongos sem

macrofagos e neutrofilos apresentaram melhores taxas de re-epitelizacdo e
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cicatrizes reduzidas comparados com o controle, sugerindo que nenhuma célula

imune é essencial para o processo de cicatrizacdo®.

As interleucinas-6 e 8 sdo proé-inflamatorias e se encontram diminuidas na
cicatrizacao fetal, mesmo quando o fibroblasto fetal é estimulado por PDGF. A
interleucina 10 é o principal regulador na supressdo de reacao inflamatoria, inibidor
de IL-6 IL-8, e da migracdo de células inflamatérias. Animais nocauteados de IL-10
formaram cicatrizes durante a cicatrizacdo fetal, enquanto a manipulagdo genética
na cicatrizacdo adulta, com aumento da expressdo de IL-10, diminuiu a resposta
inflamatoria, diminuiu a deposicdo anormal de colagenos, e, restaurou a arquitetura

normal20:21,

A ferida fetal apresenta niveis aumentados de glicosaminoglicanas, como o
acido hialurénico (AH) e sulfato de condroitina, e, o fibroblasto fetal expressa niveis
mais altos de receptores de AH. Adicdo exdgena de AH reduz a formacéao de cicatriz
em adultos, enquanto a reducdo de expressdo de AH resulta em fendtipo mais

semelhante a cicatrizagéo adulta.5-11.18

Durante a cicatrizacdo, o fibroblasto fetal apresenta aumento de expresséo de
colageno I, e a deposicdo de colageno novo é feita de forma de “cesta”,
semelhante a pele integra. Na pele fetal, h4 predominio de colageno tipo Il sobre
colageno tipo |, sugerindo menor maturidade e menos rigidez, entretanto, essas
caracteristicas ndo afetam a forca tensil da pele. Além disso, a ferida fetal apresenta
niveis aumentados de MMPs e niveis diminuidos de seus inibidores durante a

cicatrizagdo?2.

Diferentemente do adulto, que envolve granulacdo, re-epitelizacdo e
movimento ativo do tecido conectivo por contragdo promovido por miofibroblastos, o
fechamento da cicatriz fetal € atraves de cabo de actina que age como “purse
string”. A presenca de miofibroblastos na cicatrizacdo fetal € controverso,
aparecendo precocemente no processo e com curta permanéncia. Num estudo in
vitro evidenciou que o fibroblasto fetal pode se diferenciar em miofibroblasto quando

estimulado com TGF-B1 exdgeno na fase precoce da cicatrizagao®612,
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Comparado com a cicatrizacdo em adultos, na fetal, o TGF-B1 e TGF-2,

conhecidamente “fibréticos”, apresentam-se de forma transitoria, precocemente e em

baixos niveis. O TGF-B3 é “antifibrotico”, e se apresenta em niveis mais elevados na

cicatrizacao fetal. Estudos demonstraram que bloqueando o TGF-B1 e TGF-2 pode

reduzir a formacdo de cicatriz. Enquanto a adicdo de TGF-B3 exdgeno diminui a

cicatriz, em algumas espécies311.19,

A tabela 1 resume as principais diferencas encontradas entre a cicatrizagcéo

fetal e a pos-natal.

Cicatrizacao Fetal

Cicatrizacao Pos-Natal

Inflamacé&o Minima Robusta

Fatores de Crescimento

PDGF Transitorio Sustentado

FGF Baixo Alto

TGFB TGFB1 e TGFB2 baixos TGFB1 e TGFB2 altos
TGFB3 alto TGFB3 baixo

Citocinas pro-inflamatorias

IL-6 Baixo Alto

IL-8 Baixo Alto

Citocina anti-inflamatéria

IL-10 Alto Baixo

Formacédo de Tecido de Nao Sim

Granulacdo

Proteinas MEC

Colageno Tipo Il aumentado Tipo | aumentado

(relacéo tipo Il : tipo I)
Fibronectina
tenascian

Alta
Deposicao precoce
Aparecimento precoce

Baixa
Deposicao tardia
Aparecimento tardio

Proteoglicanas e
Glicosaminoglicanas

Acido hialurénico Alto Baixo
Fibromodulina Alto Baixo
Decorina Baixo Alto
Mastécitos Ausente ou imaturo Abundante
Miofibroblastos Ausente Abundante
Integrinas  durante  re- Precoce Tardio
epitelizacao

Tabela 1 — Diferengas entre

a cicatrizacao fetal e adulta3.
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3.3 =0 Oleo de Andiroba

O fitoterdpico € considerado uma substancia obtida exclusivamente de
substancias ativas de plantas. A sua efichcia e seguranca s&o validadas por
pesquisas etnofarmacoldgicas, documentacdo técnica-cientifica, ou, evidencia

clinica. A aplicacdo de fitoterapicos ainda € incipiente mas as pesquisas em

produtos naturais tem se intensificado e incentivado nos ultimos anos.

O Oleo de andiroba é extraido das sementes da arvore andiroba representada
por 2 espécies, Carapa guianensis e Carapa procera da familia Meliaceae, ambas
provenientes da AmazoniaZ3. O 6leo de andiroba tem sido utilizado pelos nativos da
Amazobnia, em doencas da pele, como repelente, como vermifugo e anti-febril, e sua
emulsdo como emoliente, anti-inflamatério para rashes cutaneos, e, como
cicatrizante?*. Os principios ativos do 6leo de andiroba tem sido separados e
submetidos a ensaios farmacol6gicos para demonstracédo de suas propriedades anti-
inflamatdrias, analgésicas, anti-malarica, anti-oxidante?>26, na cicatrizacdo de
feridas?’” e como repelente de mosquito?®. Carapa guianensis contém triterpenos,
tetraterpenos, alcaloides e limonoides. A atividade anti-inflamatéria exercida pelo
grupo de seis tetranortriterpenoides (TNTP), que sao limonoides, estd entre as
propriedades mais marcantes do 6leo. Pesquisas revelaram que o TNTP inibe a
permeabilidade vascular induzida por bradicinina, o fator ativador de plaqueta (PAF),
a histamina, e a prostaglandina E2 (PGE2), bem como inibe a IL-1B, TNF-a, e a
mobilizacdo de neutréfilos??20, Testes in vitro revelam que o 6éleo de andiroba possui
alta capacidade anti-oxidante, e que ndo ha hematotoxicidade, genotoxicidade ou

efeito de mutacdo genética.?®
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4. METODO

4.1 - Consideracgdes éticas

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica para
Uso de Animais (CEUA) sob parecer n° 185/13, de acordo com as normas contidas
na Lei federal 11.794 de 8 de outubro de 2008, que estabelece procedimentos para
o uso cientifico de animais, e as recomendacdes internacionais sobre a utilizacdo e

protecdo de animais de laboratério em experimento.

4.2 — Animais

Foram utilizados 73 ratos albinos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
mammalia), adultos e machos, da linhagem Wistar, SPF (specific pathogen free —
livres de patdgenos especificos), peso médio de 2509, procedentes do Biotério do
Centro de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da Faculdade de
Medicina da UFRJ. Os animais foram mantidos, durante todo o experimento, em
mesmo ambiente, com temperatura entre 25 + 2°C, fotoperiodo de 12h (ciclo
claro/escuro), e receberam &gua potavel e alimentacdo (racdo industrial padrao,

peletizada e balanceada) ad libitum.

4. 3. Desenho do Estudo
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 07 grupo:

Grupo Tratado - ferida + tratamento (n= 20);

Grupo Néo Tratado - ferida (n=20)

Grupo Manipulacao a- manipulacao da pele (n=12)

Grupo Manipulacédo b- manipulacdo da pele + tratamento (n=12)
Grupo Ensaio Biomecanico a - Tratado - n=3

Grupo Ensaio Biomecéanico b - Nao Tratado-n=3

Grupo Ensaio Biomecanico ¢ - Ndo Manipulagcdo —n =3
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Os ratos dos Grupos Tratado e Nao Tratado foram submetidos a tricotomia,

no dorso do lado esquerdo, e a indugéo da ferida. Cada grupo foi subdivididos em 4

grupos de 5 ratos, para a coleta de material para analise histopatolégica, nos tempos

de 3, 7, 15 e 20 dias ap6s a inducdo da ferida. Os grupos manipulacdo também

foram divididas em 4 subgrupos de trés ratos cada, para a coleta de material

histolégico nos mesmos tempos.

Um outro lote de animais contendo 9 animais foi utilizado para o ensaio

biomecanico, realizada no 20° dia ap0s a cirurgia. Utilizou-se os Grupos Tratado

(n=3) Nao Tratado (n=3), e Nao Manipulacdo (n=3). A tabela 2 resume o desenho do

estudo.

Grupo Tempo DO | Tempo D3 | Tempo D7 | Tempo D15 | Tempo D20
Tratado Leséo e Biopsia Biopsia Biopsia Biopsia
n=20 tratamento n=>5 n=>5 n=>5 n=>5

n=20
Nao Tratado Leséo Biopsia Biopsia Biopsia Biopsia
n=20 n=20 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5
Manipulacdo | Manipulacéo Biopsia Biopsia Biopsia Biopsia
Tratado e tratamento n=3 n=3 n=3 n=3
n=12 n=12
Manipulacdo | Manipulagéo Biopsia Biopsia Biopsia Biopsia
Nao Tratado n=12 n=3 n=3 n=3 n=3
n=12
Ensaio Lesdo e Biopsia e
Biomecanico | tratamento - - - ensaio
Tratado n=3 biomecanico
n=3 n=3
ensaio Lesdo Biopsia e
biomecanico n=3 - - - ensaio
Nao Tratado biomecéanico
n=3 n=3
ensaio Biopsia e
biomecanico - - - - ensaio
Nao biomecanico
Manipulagao n=3
n=3

Tabela 2 — Representacdo do desenho do estudo. h= nimero de animais utilizados.

28




4.4 - Procedimento Anestésico e Cirurgico

Os procedimentos cirtrgicos foram realizados nas dependéncias do Centro de
Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina (FM)
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

A anestesia foi administrada por via intraperitoneal (IP), com uma mistura de
cloridrato de cetamina a 10% na dose 60 mg/kg (Ketalar® 50mg/mL, Laboratérios
Pfizer Ltda, Brasil) e cloridrato de xlazina a 2% na dose 10mg/kg
(Rompum®20mg/mL, Bayer do Brasil SA, Brasil). Apés a inducdo anestésica, 0
animal foi posicionado em mesa cirdrgica, em decubito ventral, com 0s quatro
membros imobilizados. Realizou-se a tricotomia na regido dorsal a esquerda,
seguida da realizacdo de exérese de fragmento circular de pele de espessura total,
de 1,0 cm de didmetro. Nos animais do Grupo Manipulagdo, apds a tricotomia,
efetuou-se manipulacdo da pele por um periodo semelhante ao tempo utilizado para

arealizacdo da exérese nos Grupos Tratado e Nao Tratado.

4.5 - Protocolo Experimental

Realizou-se a exérese de segmento contendo as bordas da ferida e incluindo
o fundo de tecido muscular, nos tempos 3, 7, 15 e 20 dias apos a inducéo da ferida.

Em seguida os animais foram submetidos a ébito induzido por de asfixia pelo COo.

4.6 - Tratamento

A EcOA foi utilizada imediatamente apds o procedimento cirdrgico. A ferida
foi preenchida com a emulsdo contendo Oleo de andiroba (EcOA), e aplicada

diariamente, durante o periodo da pesquisa.

4.7 - Cicatrizacao da ferida

A reparacao da ferida foi avaliada através de fotografias da lesdo obtidas nos

tempos 3, 7, 15 e 20 dias ap0s a cirurgia.
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4.8 - Ensaio bhiomecanico

Os ensaios de tracdo séo utlizados para a avaliacdo da cicatrizacdo de
feridas!®. E uma metodologia que avalia o estado fisico-mecanico das feridas. Para a
sua realizacdo, utilizou-se o protocolo estabelecido por Garg & Palival, 201131, Um
segmento retangular de pele contendo a cicatriz, retirado perpendicularmente ao
maior eixo da cicatriz, foi imediatamente banhado em soro fisioldgico. A seguir, 0
fragmento de pele foi mantido preso em uma das extremidades, por uma garra de
preensdo e a outra extremidade foi conectada a um prato de balanca, de metal.
Sobre ele foram adicionadas, lentamente, de forma progressiva, unidades de pesos
de (pesos de 1, 5, 10, 50 e 100 gramas), até a ruptura da cicatriz. A forca tensil de
ruptura corresponde ao peso necessario para a ruptura da cicatriz em gramas

(medida individual).

4.9 - Processamento da Amostra

Apoés a retirada dos fragmentos de pele, estes foram lavados em solucdo salina
gelada e fixados em liquido de Bouin, por imersao, durante cerca de 4 horas seguida
de imersdo em formol zinco onde permaneceram por 48 horas. Seguiu-se a
desidratacdo dos fragmentos com solucdes crescentes de etanol, posteriormente
diafanizados com xilol (2 mudas) e impregnados com parafina liquida (2 banhos),

ponto de fusdo 58°C e emblocados em parafina.

Cortes de 4 um ou 8 um para a coloracdo do Picro-Sirius Red modificado foram
obtidos em micrétomo rotativo e recolhidos em laminas histologicas. Foram
realizadas as coloracbes: Hematoxilina-eosina, Sirius red modificado — para
identificar fibras de colageno (Dolber & Spach, 1993), coloracdo de orceina (Unna-
Tanzer) com oxidagdo prévia pela oxona (solugdo aquosa a 1% de monopersulfato

de potassio), safranina O-Fast Green para a identificacdo de mastocitos.
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4.10 - Imunohistoquimica

Cortes histolégicos (4 pym) foram obtidos dos blocos de parafina de todos os
grupos, e recolhidos em laminas previamente silanizadas para imunohistoquimica.
Foi utilizada a técnica imunohistoquimica amplificada através da revelacdo dos
anticorpos primarios com anticorpos secundarios anti- IgG [por¢do F(ab’)?] de
camundongo ou coelho (Histofine simple stain for rat tissue —anti mouse, cat #
414171F e Histofine simple stain for rat tissue —anti rabbit, cat # 414181F,
respectivamente), para tecido de rato conjugados a polimero-peroxidase da Nichirei
Biosciences Inc. (Tokyo, Japan). O substrato cromoégeno utilizado foi a
diaminobenzidina — DAB+ liquid (cat # K3468, DAKO, Carpinteria, CA, USA). Os

anticorpos primarios, a diluicdo e recuperacdo antigénica empregadas estdo listados

na tabela 3.
Anticorpo Fabricante Recuperacédo Antigenica | Diluicéo
Dako CA, USA, cat.
Anti- actina a- MO0851 Microondas- 3 min, 1. 100
musculo liso monoclonal Tampéo Citrato 0,01M pH
clone 1A4 camundongo 6,0
AbdSerotec, Raleigh,
Anti-CD68 NC, EUA cat. Microondas- 5 min, 1: 100
MCA341R, Tampéo Citrato 0,01M pH
monoclonal 6,0
camundongo
Dako, cat # A082, Microondas- 5 min, Tris
Anti-Fator VIl policlonal coelho 0,01M-EDTA pH 9,0 1:100
Santa Cruz Microondas- 5 min,
Anti-TGF-B3 (V) | Biotechnologies, cat. | tamp&o Tris 0,01M-EDTA 1:150
sc-82, policlonal pH 9,0
coelho

Tabela 3. Anticorpos primarios utilizados, especificacbes, recuperacdo antigénica e

diluicdo empregadas.

4.10.1 - Protocolo da Técnica Imunohistoquimica

Os cortes histologicos foram desparafinados com xileno e hidratados com
concentracdes decrescentes de alcool e agua destilada. Apds o bloqueio de ligacdes
inespecificas dos residuos aldeidicos livres com borax a 5% e permeabilizacdo com

solucdo de tampdo fosfato-salina (PBS), pH 7,2 com 0,5% de Triton® X-100, os
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cortes histologicos foram submetidos a diferentes técnicas de recuperacéo
antigénica de acordo com os anticorpos especificos (recuperacdo com calor, atraves
da panela de vapor (steamer), por 20 minutos, em tampao citrato pH 6,0 para
TGFB1, recuperagao em micro-ondas poténcia maxima (850 W), por 5 minutos, em
tampéao citrato pH 6,0 para arginase-1 e CD68; em tampéao Tris-EDTA pH 9,0 para o
von Willebrand, iINOS e TGF-B3 por 5 minutos). Apods resfriamento e lavagem em
PBS, foi realizada a inibicdo da peroxidase endégena com solucdo a 3% de peroxido
de hidrogénio em metanol (15 min). Apés a lavagem com PBS, foi realizado o
blogueio de ligacbes inespecificas das imunoglobulinas com o tecido utilizando
solucdo de PBS contendo albumina bovina sérica (BSA) a 10%, gelatina 0,001%,
Tween 0,05% e Triton 0,1% : PBS com extrato de figado de rato (V/V) por 30
minutos em camara Umida a temperatura ambiente seguido de incubacdo com PBS
— BSA10%, gelatina 0,001%, Tween 0,05% e Triton 0,1% : PBS com soro normal de
cabra a 10% (V/V) também por 30 minutos. Os anticorpos primarios foram
incubados nas diluicdes citadas, diluidos em PBS com albumina bovina a 3%,
gelatina 0,001%; Tween 0,05% e Triton 0,1%, em cé&mara Umida overnight a
temperatura de 4°C. No dia seguinte os cortes histoloégicos foram lavados em
solugdo de PBS contendo 0,25% de Tween, incubados os anticorpos secundarios
conjugados a peroxidase (1 hora a temperatura ambiente) e revelados com o
substrato cromégeno diaminobenzidina (Liquid DAB®, Dako, EUA). Apds a lavagem
com PBS-Tween, seguida de agua destilada (2 vezes), os cortes foram contra-
corados com hematoxilina de Harris, por 5 minutos e montados com ENTELLAN®
(MERCK).

Quantificacbes

Para realizacdo das quantificacdes, foi utilizado um sistema de captura de
imagem composto de uma camera digital (Evolution, Media Cybernetics®) acoplada

a um microscopio optico (Eclipse 400, Nikon®). As imagens de alta resolucao (2048
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x 1536 pixels buffer) foram capturadas em um computador com o0 programa de
captura de imagem Q capture © (Quantitative Imaging Corporation Q Cam Driver D |l

version 2,0,5).

Numero de Mastécitos (Safranina O), Miofibroblasto (a-SMA), Macrofago
(CD68), numero de seccOes transversais de capilares neoformados (von
Willebrand),

Foram capturadas imagens de 20 diferentes campos microscépicos por
lamina, de forma aleatoria, de cortes histologicos corados pela técnica histoquimica
para mastécito ou imunohistoquimica para a-SMA, CD68, e Fator VII (Von
Willebrand) utilizando-se a lente objetiva de 40X. Os resultados representam o
nimero de células/campo de grande aumento ou de secfes transversais dos
capilares corados pelo Fator VIl (endotélio) ou a-SMA. Estes resultados foram

apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).

Escore histolégico para a quantificacdo de TGF-B3

Foram capturadas imagens de 20 diferentes campos microscopicos por
lamina, de forma aleatéria, da epiderme e da derme, em separado, de cortes
histologicos corados pela técnica imunohistoquimica para TGF-B3, utilizando-se a
lente objetiva de 40X. Utilizou-se escore numérico, separadamente para a epiderme
e para a derme. Para a epiderme considerou-se: 0- auséncia; 1- reatividade para
TGF-B83 somente na camada basal; 2- reatividade nas camadas suprabasais; 3-
reatividade nas camadas basal e suprabasal; 4- reatividade em todas as camadas
da epiderme. Para a derme considerou-se: 0- auséncia; 1- reatividade nas células
inflamatorias/ffibroblasto; 2- reatividade nas células endoteliais e células
inflamatérias/fibroblasto; 3- reatividade na parede de vasos; 4- reatividade na matriz
extracelular. A soma do escore numérico da epiderme com o escore humérico da
derme representa o escore numérico total de TGF-3. Os resultados representam a
quantificacdo de TGF-B3. Estes resultados foram apresentados como média * erro
padrdo da média (EPM).
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4.10.2 - Andlise estatistica

As variaveis foram analisadas descritivamente, sendo submetidas a um teste
de normalidade. As variaveis que apresentaram distribuicdo normal foram
analisadas pelos testes paramétricos t de student, para amostras independentes
(two tailed). Para a comparacdao de mais de dois grupos, foi utilizado o teste One
Way Anova e quando obtido o efeito principal foi empregado pés-teste de Hom-
Sidak como procedimento de comparac¢do mdltipla. Para a analise de variaveis que
ndo apresentaram distribuicdo normal, foram utilizados os testes ndo paramétricos
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para analise de dois grupos e andlise de mais de

dois grupos, respectivamente.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa de
computador SigmaStat versao 3.0.1. Em todas as andlises realizadas foi admitido p
< 0,05 (5%) como significativo e as barras utilizadas nos graficos representam o

desvio padrao.
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5- RESULTADOS

5.1 — Macroscopia

Cinética da cicatrizacao

Na comparacdo da sequéncia das fotografias dos Grupos Tratado com Grupo
Nao Tratado, o primeiro apresenta uma ferida maior até o terceiro dia, a partir dai,
comecga a diminuir. No sétimo dia, nota-se presenca de tecido de granulagdo no
Grupo Tratado, enquanto o Grupo Ndo Tratado apresenta ainda uma crosta. Além
disso, a area da ferida é visivelmente menor. E parece menor a cicatriz do Grupo

Tratado nos dias 15 e 20, como mostra na figura 1.

TRATADO

~

NAO TRATADO

DO D3 D7 D15 D20

Figura 1 — Cinética da cicatrizagao.
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5.2 — Microscopia
5.2.1 — Grupo Manipulado e Grupo Manipulado Tratado

Cortes histologicos dos diferentes grupos simulados corados pela HE
demonstraram, no terceiro dia, discreto edema intersticial e infiltrado inflamatério na

derme tanto no Grupo Manipulado ou Manipulado Tratados (Fig. 2A, B). Nos demais

tempos, 7, 15 e 20 dias, ndo se observou diferencas (Fig. 2C, D, E, F, G, H).

Figura 2 — Cortes histolégicos do grupo Manipulacdo e Manipulacdo tratado nos
diferentes tempos, corados pela HE. Barra: 50 ym.

Grupo Manipulacdo N&o Tratado (A) 3 dias: nota-se discreto edema intersticial e
algumas células inflamatérias mononucleares. (B) 7 dias: aspecto normal da pele.
(C) 15 dias: aspecto normal da pele. (D) 20 dias: pele também com aspecto normal.

Grupo Manipulacdo Tratado: (E) 3 dias: Edema intersticial na derme. (F) 7 dias:
aspecto normal da derme. (G) 15 dias: derme com aspecto normal. (H) 20 dias: Pele
com aspecto semelhante a do grupo Grupo Manipulagcdo Nao Tratado.
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5.2.2 — Grupo Tratado e Nao Tratado - terceiro dia

Cortes histolégicos corados pela HE demonstraram, no terceiro dia, maior
nimero de células inflamatérias no grupo Nao Tratado, que também exibia uma
superficie maior de area sem epitélio, e recoberta por debris celulares e fibrina. (Fig.
3A). A ferida &€ menor no grupo Tratado que no grupo Nao Tratado (Fig. 3B).

Figura 3 - Aspecto comparativo ap6s 3 dias. Cortes histolégicos corados pela
hematoxilina-eosina. Barra: 500 ym. Aumento original: 20x.

(A) Grupo Néao Tratado. As setas indicam as bordas da ferida.

(B) Grupo Tratado. As setas indicam as bordas da ferida.
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No terceiro dia, nota-se ainda que a lesdo é maior no grupo Nao Tratado, e

com aspecto do infiltrado inflamatério subjacente a crosta formada (Fig. 4A).

Figura 4 — Aspecto comparativo apés 3 dias. Cortes histologicos corados pela
hematoxilina-eosina. Barra: 500 um. Aumento original: 20x.

(A) Grupo Néao Tratado.
(B) Grupo Tratado.
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Grupo Tratado e Nao Tratado - sétimo dia

A ferida do Grupo Nao Tratado ainda esta recoberta por debris celulares e
fibrina, com re-epitelizagdo somente nas bordas. Nota-se fronte de re-epitelizacdo
recobrindo quase toda a lesdo no Grupo Tratado (Figuras 5A). As bordas da ferida
sd& menores que a do Grupo Nao Tratado, e a ferida se encontra quase toda re-

epitelizada, além de apresenta a formacédo de tecido de granulagdo exuberante.

Figura 5 — Aspecto comparativo apés 7 dias. Cortes histolégicos corados pela
hematoxilina-eosina. Barra: 500 ym. Aumento original: 20x

(A) Grupo Nao Tratado. As setas indicam as bordas da ferida.

(B) Grupo Tratado. Aumento original: 20x.

39



No sétimo dia, o Grupo N&o Tratado apresenta aspecto do tecido de
granulagdo subjacente ao local da re-epitelizacdo, com grande quantidade de
infiltrado inflamatoério entre os capilares neoformados (Fig. 6 A, B). O grupo Tratado
apresenta aspecto do tecido de granulacdo subjacente ao local da re-epitelizacdo
com menor quantidade de infiltrado inflamatério entre os capilares neoformados.
Notar uma melhor organizacdo do tecido de granulagéo (Fig. C, D).

Figura 6 — Aspecto comparativo da lesdo apés 7 dias. Cortes histoldégicos corados
pela hematoxilina-eosina.

(A) Grupo Néao Tratado. Barra: 200 ym. Aumento original: 10x.
(B) Grupo Néao Tratado. Barra: 100 ym. Aumento original: 20x.
(C) Grupo Tratado. Barra: 200 um. Aumento original: 10x.

(D) Grupo Tratamento. Barra:100 um Aumento original: 20x.
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Grupo Tratado e Nao Tratado — décimo quinto dia

Nos dias 15 e 20, a lesdo se apresenta totalmente epitelizada em ambos os

grupos (Figuras 7 e 9), exibindo deposi¢éo de colageno.

Figura 7 — Aspecto comparativo apos 15 dias.

(A) Grupo Nao Tratado. Corte histolégico de pele, corado pela HE. Aspecto da
cicatriz. Barra: 500 ym. Aumento original: 2x

(B) Grupo Tratado. Corte histolégico de pele corado pela HE. Aspecto da cicatriz.
Barra: 500 ym. Aumento original: 2x

(C) Grupo Né&o Tratado. Corte histolégico corado pelo picro-sirius. Aspecto da
cicatriz. Barra: 500 ym. Aumento original: 2x

(D) Grupo Tratado. Corte histolégico corado pelo picro-sirius. Aspecto da cicatriz.
Barra: 500 ym. Aumento original: 2x
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Nos grupos 15 e 20 dias ja se observa a orientacdo das células

fibroblastoides ndo havendo aparentemente muita diferenca entre 0s grupos

(Figuras 8, 10).

do pela

0gico cora

15 dias. Corte histold

ao apos

Figura 8 — Aspecto comparativo da lesé

HE.

dos fibroblastos e a

ao

Tratado. Aspecto da cicatriz. Notar a orientag
ao da epiderme a derme. Barra: 200 um. Aumento original: 200x.

(A) Grupo Nao

ades

( B ) Grupo Tratado. Aspecto da cicatriz. Notar a presenca de capilares entre 0s

broblastos. Barra: 200 ym. Aumento original: 200x.

fi

42



Grupo Tratado e Nao Tratado - vigésimo dia

No dia 20, a lesdo se apresenta totalmente epitelizada e menor no Grupo
Tratado (fig. 9).

Figura 9 - Aspecto comparativo apos 20 dias.

(A) Grupo Nao Tratado. Corte histolégico corado pela HE. Aspecto da cicatriz. Barra:
500 ym. Aumento original: 2x

(B) Grupo Tratado. Corte histoldgico dias corado pela HE. Aspecto da cicatriz. Barra:
500 um. Aumento original: 2x

(C) Grupo Nao Tratado. Corte histolégico corado pelo picro-sirius. Aspecto da
cicatriz. Barra: 500 ym. Aumento original: 2x

(D) Grupo Tratado. Corte histolégico corado pelo picro-sirius. Aspecto da cicatriz.
Barra: 500 ym. Aumento original: 2x
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Observe a orientagcédo das células fibroblastéides (Fig. 10).

Figura 10 - Aspecto comparativo apos 20 dias. Corte histolégico corado pela HE.
Barra: 200 ym. Aumento original: 200x.

(A). Grupo Nao Tratado. Aspecto da cicatriz.

(B) Grupo Tratado. Aspecto da cicatriz.

Os marcadores utilizados puderam demonstrar a presenca de capilares
neoformados a partir do dia 3 (Figura 11). macrofagos abundantes no grupo controle
em todos os tempos (Figuras 11 -19), miofibroblastos no dia 7 no grupo controle e a
partir do dia 7 até o dia 15 no grupo tratado (Figuras 13, 14, 16) e TGF-3 presente
na epiderme (Figuras 11-17) e na derme (Figuras 15-18).



No 30 dia, o Grupo Ndo Tratado apresenta tecido subjacente a borda
revestida por crosta. Capilares neoformados negativos ou fracamente positivos para
o Fator VIIl. Tecido subjacente a borda revestida por crosta apresentando inimeros
macrofagos reativos ao CD68, com pericitos reativos ao anticorpo a-sma, e, epitélio
existente na borda da ferida fracamente reativo ao TGF-B3 (escore 1). Auséncia de
imunoreatividade da derme (Fig. 11).
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Figura 11 - Marcadores biolégicos na ferida ap6s 3 dias, Grupo Nao Tratado. Barra:
50 um. Aumento original: 40x. (A) Corte histolégico imunomarcado para o Fator VII.
(B) Corte histolégico imunomarcado para CD68. (C) Corte histolégico imunomarcado

para a isoforma alfa de musculo liso (a-sma). (D) Corte histolégico imunomarcado
para TGF-33.



No Grupo Tratado no 3° dia, observa-se tecido subjacente a borda revestida
por crosta. Endotélio dos capilares neoformados imunorreativos para o Fator VI, e
inimeros macrofagos reativos ao CD68, além de exibir pericitos reativos ao
anticorpo a-sma, e camadas suprabasais fracamente reativas ao GF-B3 (escore 2)

mas com alguns queratindcitos fortemente reativos (Fig. 12).

Figura 12 - Marcadores bioldgicos na ferida ap6s 3 dias, Grupo Tratado. Barra: 50

Mm. Aumento original: 40x. (A) Corte histolégico imunomarcado para o Fator VII.
(B) Corte histolégico imunomarcado para CD68. (C) Corte histolégico imunomarcado
para a isoforma alfa de musculo liso (a-sma). (D) Corte histologico imunomarcado
para TGF-33.
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O grupo Néao Tratado apresenta no 70 dia: capilares neoformados negativos
ou fracamente positivos para o Fator VII, tecido de granulacdo apresentando
macrofagos reativos ao CD68, e com pericitos reativos ao anticorpo a-sma. Notar
algumas células fibroblastoides também reativas ao anticorpo, e, epitélio existente
na borda da ferida exibindo reatividade fraca na camada basal e suprabasais para o
TGF-B3 (escore 1). Ausencia de imunoreatividade da derme (Fig. 13).

Corte histolégico imunomarcado para o Fator VIIl. Barra: 50 ym. Aumento original:

40x. (B) Corte histolégico imunomarcado para CD68. Barra: 50 ym. Aumento
original: 40x. (C) Corte histologico imunomarcado para a isoforma alfa de musculo
liso (a-sma). Barra: 50 ym. Aumento original: 40x. (D) Corte histologico

imunomarcado para TGF-B3. Barra: 100 ym. Aumento original: 10x
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No 7° dia: tecido de granulacdo exibindo endotélio dos capilares neoformados
positivos para o Fator VI, macréfagos reativos ao CD68, e grande quantidade de
miofibroblastos reativos ao anticorpo a-sma. Epitélio existente ao lado da ferida
exibindo reatividade fraca na camada basal e suprabasais para o TGF-B3 (escore 2)
(Fig. 14).

Figura 14 - Marcadores biolégicos na ferida apos 7 dias, Grupo Tratado. (A) Corte

histolégico imunomarcado para o Fator VII. Barra: 50 ym. Aumento original: 40x.
(B) Corte histologico imunomarcado para CD68. Barra: 50 ym. Aumento original:
40x. (C) Corte histologico imunomarcado para a isoforma alfa de musculo liso (a-
sma). Barra: 50 ym. Aumento original: 40x. (D) Corte histolégico imunomarcado

para TGF-B3. Barra: 100 ym. Aumento original: 10x.
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No 15° dia, o grupo Nao Tratado apresenta: capilares neoformados negativos
ou fracamente positivos para o Fator VII, tecido de granulacdo apresentando
macrofagos reativos ao CD68, pericitos reativos ao anticorpo a-sma, e, epitélio
existente na borda da ferida exibindo reatividade fraca em todas as camadas da
epiderme para o TGF-B3 (escore 4). Reatividade em algumas células da derme (Fig.
15).

Figura 15 - Marcadores biolégicos na ferida apds 15 dias, Grupo Nao Tratado. (A)

Corte histolégico imunomarcado para o Fator VIIl. Barra: 50 ym. Aumento original:
40x. (B) Corte histolégico imunomarcado para CD68. Barra: 50 ym. Aumento
original: 40x. (C) Corte histologico imunomarcado para a isoforma alfa de musculo
liso (a-sma). Barra: 50 pm. Aumento original: 40x. (D) Corte histolégico

imunomarcado para TGF-B3. Barra: 200 ym. Aumento original: 20x
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O Grupo Tratado apresenta, no dia 15: tecido de granulacdo exibindo
endotélio dos capilares neoformados positivos para o Fator VI, macréfagos reativos
ao CD68, pericitos fortemente reativos ao anticorpo e presenca de miofibroblastos
também reativos ao a-sma, e, Imunoreatividade na derme em células inflamatérias e
fibroblastoides (Fig. 16).

Figura 16 - Marcadores biol6gicos apds 15 dias, Grupo Tratado. (A) Corte histolégico

imunomarcado para o Fator VllIBarra: 50 uym. Aumento original: 40x. (B) Corte
histolégico imunomarcado para CD68. Barra: 50 ym. Aumento original: 40x. (C)
Corte histolégico imunomarcado para a isoforma alfa de musculo liso (a-sma).
Barra: 50 ym. Aumento original: 40x. (D) Corte histolégico imunomarcado para
TGF-B3. Barra: 200 um. Aumento original: 10x.

50



O Grupo Tratado no 20° dia: menor numero de capilares neoformados
negativos ou fracamente positivos para o Fator VIIl, derme com poucos macréfagos
reativos ao CD68, tecido exibindo poucos capilares exibindo pericitos reativos ao
anticorpo a-sma. Miofibroblastos ausentes. Epitélio sobrejacente a cicatriz exibindo
reatividade fraca em todas as camadas da epiderme para o TGF-B3 (escore 4).
Reatividade em algumas células da derme (Fig. 17).

Figura 17 - Marcadores bioldgicos apdés 20 dias. Grupo Nao Tratado. (A) Corte

histolégico imunomarcado para o Fator VII. Barra: 50 ym. Aumento original: 40x.
(B) Corte histolégico imunomarcado para CD68. Barra: 50 ym. Aumento original:
40x. (C) Corte histolégico imunomarcado para a isoforma alfa de musculo liso (a-
sma). Barra: 50 ym. Aumento original: 40x. (D) Corte histolégico imunomarcado

para TGF-B3. Barra: 50 ym. Aumento original: 20x.
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No 200 dia, GrupoTratado: tecido sobrejacente a cicatriz, celular exibindo
endotélio dos capilares fracamente positivos para o Fator VI, derme exibindo
alguns macréfagos dentro de capilares, e pericitos fortemente reativos ao anticorpo.
Auséncia de miofibroblastos. Imunoreatividade na derme principalmente em células

fibroblastoides e epiderme fortemente reativa (Fig. 18).

Figura 18 - Marcadores bioldgicos apés 20 dias, GrupoTratado. (A) Corte histolégico

imunomarcado para o Fator VII. Barra: 50 um. Aumento original: 40x. (B) Corte
histolégico imunomarcado para CD68. Barra: 50 ym. Aumento original: 40x. (C)
Corte histolégico imunomarcado para a isoforma alfa de musculo liso (a-sma).
Barra: 50 ym. Aumento original: 40x. (D) Corte histoldégico imunomarcado para
TGF-B3. Barra: 50 ym. Aumento original: 10x.
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5.3 - Quantificagdo Morfometrica

5.3.1 - Mastécitos

O Grupo Tratado apresentou nimero menor de mastocitos nos tempos D3,
D7 e D20, estatisticamente ndo significante, e quantidade discretamente maior no
D15, comparado com o Grupo N&o Tratado, que teve o comportamento cinético
semelhante, mas com elevacdo importante, apesar de nado significante, no vigésimo

dia (grafico 1).

Média de Matdcitos por Campo

3,5

2,5

1,5

0,5

D3 D7 D15 D20

Controle Tratamento

Gréfico 1 — Numero de mastocitos por campo. Cinética da populacdo de
mastécitos nos Grupos Tratado e Nao Tratada. Os mastécitos foram corados
pela safranina O e quantificados. Resultados demonstram a média de
mastécitos presente nos campos histologicos (40x) nos diferentes tempos.

Diferenca entre 0s grupos estatisticamente nao significantes.
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5.3.2 - Macro6fagos

O Grupo Tratado apresentou quantidade maior de macrofagos no 3° dia, e
gueda subsequente e progressiva nos dias 7 e 15, com estabilizacdo e discreto
aumento no dia 20. O grupo Nao Tratado teve o comportamento cinético inverso,
com numero menor no D3, crescimento significativo no D7, discreto declinio no D15,
e queda importante no D20. A diferenca entre os grupos foi estatisticamente

significativa em todos os tempos (grafico 2).

Meédia de Macrofagos CD68 por Campo

16
14
12

10

DIA3 DIA7 DIA 15 DIA 20

Grupo Controle Grupo Tratamento

Gréafico 2 — Cinética dos macréfagos no Grupo Tratado e Nao Tratado. Os
macréfagos foram identificados pela imunoreatividade para o antigeno CD68
e quantificados/campo (40x lente objetiva). Resultados demonstram a média
de macréfagos CD68 presente nos campos histolégicos nos diferentes

tempos, com diferenca estatisticamente significantes.
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5.3.3 - Capilares neoformados

Os capilares neoformados foi mais numeroso no Grupo Tratado em todos 0s
tempos, estatisticamente significante, com uma forte ascensdo no D15, e diminuicao

no D20, em ambos grupos (grafico 3).

Média de Vasos por Campo
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Dia 3 Dia 7 Dia 15 Dia 20
Controle Tratamento
Gréfico 3 — Cinética do aparecimento de novos capilares durante a

reparacdo da ferida. Os capilares foram identificados atraves da
imunoreatividade para o fator VIl da coagulacdo (Von Willebrand) ou a
isoforma alfa de mdusculo liso nas fotomicrografias (40x). Resultados
demonstram a média de capilares presente nos campos histolégicos dos

Grupos Tratados e Nao Tratados nos diferentes tempos.
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5.3.4 - TGFB3

O escore de TGFB3 no Grupo Tratado foi superior e estatisticamente
significante em todos os tempos. O comportamento da cinética foi basicamente
estavel nos tempos, com uma tendéncia a elevacdo no 20° dia no Grupo Tratado

(gréfico 4).

TGFB3 Escore - Média

D3 D7 D15 D20

Controle Tratamento

Grafico 4 — Escore de TGFB3. A imunorreatividade para TGFB3 foi
guantificada através de escore histolégico para a imunoreatividade na
epiderme e na derme. O somatorio da reatividade epidérmica e dérmica
representa o escore para TGFB3. Resultados demonstram a média do escore
histolégico para TGFB3 presente nos campos histolégicos dos Grupos
Tratado e Nao Tratado nos diferentes tempos. Diferenga entre os grupos foi

estatisticamente significante em todos os tempos.
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5.3.5 — Miofibroblastos

Os miofibroblastos sdo ausentes no 3° dia do processo da cicatrizagdo. No
sétimo dia, a quantidade €& maior, estatisticamente significante, no Grupo nao
Tratado, e praticamente desaparece no 15° dia. O Grupo Tratado apresentou menor

guantidade de miofibroblastos no D7, com declinio no D15 (grafico 5).

Média de Miofibroblastos por Campo
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Grafico 5 — Cinética de miofibroblastos durante a reparacdo da ferida dos
Grupos Tratados e Nao Tratados. Os miofibroblastos foram identificados pela
sua imunoreatividade para a isoforma alfa do musculo liso em células ndo
associadas aos capilares, com formato fusiforme. Resultados demonstram a
média de miofibroblastos presentes nos campos histolégicos de 40x (lente

objetiva) nos diferentes tempos.
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5.4 - Ensaio Biomecanico

A média da resisténcia (momento da ruptura) atingida pela cicatrizacdo do

grupo experimento foi de 1.378g. o grupo controle foi de 1.054,66 g.

Comparando com a média do Grupo Nao Manipulacao, que foi de 2.335¢, o

Grupo Tratado atingiu 59% da resisténcia da pele normal, e o Grupo N&o Tratado

chegou a 45%. Comparando o Grupo Tratado com o Grupo Nao Tratado, a média do

Grupo Tratado foi 30% maior, estatisticamente significante, com p<0,05% (tab. 3).

Grupo Tratado

Grupo N&o Tratado

Grupo Néao

Manipulacao

Rato 1 1.295g 1.130g 2.346g
Rato 2 1.553g 8529 2.278¢g
Rato 3 1.278g 1.182g 2.381g
Média 1.378g 1.054,66 2.335¢g

Tabela 4 — Ensaio biomecéanico.
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6 - DISCUSSAO

Com a descoberta do processo de regeneracdo durante a vida fetal em
humanos, e da capacidade de regeneracdo em escala infima presente em adultos, a
cicatrizacdo passou a ser questionada como a Unica forma da cura de feridas
teciduais. A cicatrizacdo fetal se tornou o modelo experimental nas pesquisas que
visam desvendar os mecanismos da regeneracédo, a fim de diminuir a formacéo de
cicatrizes e fibroses. Entretanto, esse modelo ndo é o ideal por se encontrar na fase
de embriogenese, tendo uma mistura de “génese” com “re-génese”®32. (Kazuo Kishi
O processo de regeneracdo em adultos € encontrado em anfibios e outros animais
de escala inferior, ndo sendo também, ideal por se distanciar em demasia na escala
evolutiva com os humanos. Todavia, em comum nesses dois modelos é a reacao
inflamatdria atenuada®1l. Pesquisas sugerem que quanto maior e mais longa for a
reacdo inflamatéria, maior € formacdo de tecido de granulagdo e, a fibrose
resultante. Por outro lado, quanto menor a inflamagédo, menor a fibroplasia®-1, Varias
células e substancias foram identificadas como inflamatérias e “fibréticas”, tais como
a plagueta, o mastocito, o macrofago presente na fase inicial do processo de
reparagao, com o fenotipo “classico” ou o M1, que secretam citocinas, e fatores de
crescimento, como o TNF-a etc32-38, Além dessas células, o miofibroblasto é visto,
como o principal responsavel pela fibrose e pela contratura cicatricial, quando
produz excessivamente o colageno e a forca tensil>3%-43, Entretanto, as mesmas
células podem apresentar efeitos contrarios. O macréfago pode adquirir o fenétipo
“alternativo” M2, e cessar a reacao inflamatéria e iniciar a remodelacdo do
tecido®>36, HA evidencias de que o mastdcito, que esta presente durante todo o
processo da cicatrizacdo, é necessario para finalizar o processo de cicatrizagdo3334,
A matriz extracelular nio é meramente um arcabouco. E uma estrutura bioativa, que
interage com células, citocinas, fatores de crescimento, etc. guiam o crescimento e
funcdo celulares. E parece que o fibroblasto e o miofibroblasto durante o processo
de fibrogenese, “tentam” recapitular a programacao de regeneracédo. Essa suspeita é
devida ao reaparecimento de proteinas embrionarias de matriz extracelular que
induzem a resposta celular para construcdo de tecido funcional®®-43, O processo de

7

cicatrizacdo € altamente complexo, de fino controle da interacdo no tempo e no
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espaco, de células e substancias ativas locais e sisttmicas com a MEC, o
microambiente, e de ténue equilibrio de sintese e degradacéo. Devido a plasticidade
do organismo, o conceito do processo da cicatrizacdo, ou melhor, o processo de

reparacao da ferida estd em readaptacgéo.

Varias células e substancias foram estudadas na tentativa de assimilar uma
reparacdo sem cicatriz, com resultados laboratoriais encorajadores. Porém, nenhum

desses elementos foi traduzido com eficacia suficiente para o uso clinico.

A maioria dos produtos de uso clinico visam o crescimento do tecido de
granulacdo e a sua contracdo para o fechamento mais rapido da ferida. Ou seja, sao
“pro-inflamatoérios” e “pro-fibréticos”.

Os componentes naturais séo largamente reconhecidos por sua ampla
variedade de atividades farmacoldgicas. As pesquisas e aplicacdes clinicas tem
aumentado de maneira significativa nos ultimos tempos. O presente trabalho teve o
intuito de verificar a influéncia da EcCOA na tentativa de obter um tecido cicatricial
mais funcional. A casca, a folha e a semente da Carapa guianensis, ou andiroba,
sob forma de 6leo ou emulsdo, foram pesquisadas na cicatrizacdo da pele e do trato
gastrointestinal?’, assim como testadas as suas propriedades antioxidante?2s,
antialérgica, e, principalmente, anti-inflamatéria.?® Nas suturas colonicas e gastricas,
0S grupos tratados com andiroba apresentaram maior resisténcia a tensdo ou
pressdo, e melhores cicatrizagées.?’#4 No modelo de cicatrizacdo de lesdo cutanea
por incisdo, excisdo e espago morto, o tratamento causou re-epitelizacdo mais
rapida, maior producdo de tecido de granulacdo e maior contracdo, com maior
resisténcia do tecido cicatricial.**#® Nas periodontitis, ambiente altamente
contaminado e de inflamacgéo cronica, o tratamento com andiroba tem sido superior
ao AINE (Meloxican®), e promoveu a reparacdo, cessando a corrosao 0Ossea
alveolar.*” A emulsdo de ¢6leo de andiroba tem sido utilizado no tratamento de
queimaduras de 1° grau, escaras, na prevencdo e tratamento de dermatite por

radioterapias e por quimioterapias.t’

No presente trabalho, o efeito da EcOA foi avaliado examinando algumas das

principais células responsaveis pela inflamac¢éo, como o mastocito e o macrofago, a
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célula que rege a fibroplasia, o miofibroblasto, e, uma das principais substancias na

cicatrizacdo, o TGFp.

Esperava-se uma cicatrizacdo mais lenta com a atenuacao da inflamacéo no
Grupo Tratamento, entretanto, na macroscopia, a ferida que inicialmente parecia ser
maior, a partir do 3° dia, apresentou tecido de granulagdo mais exuberante e re-
epitelizacdo mais precoce, com diminuicdo mais expressiva da ferida, enquanto o
grupo controle se encontrava com uma crosta sobre a ferida. E aparentemente, nos
dias 15 e 20, a cicatriz parecia menor e de melhor aspecto no Grupo Tratado.

O Grupo Tratamento apresentou mastocitos em menor ndmero, mas a
diferenca ndo é estatisticamente significativa. E teve comportamento semelhante,
com aumento no 20° dia no grupo controle. O mastécito € visto como pro-
inflamatorio, e estd relacionado com cicatrizagdo hipertréfica e queloidiana. A
introducdo exdgena de mastocito durante a cicatrizacéo fetal causou a formacéao de
cicatriz em ratos. O bloqueio de mastocitos diminuiu a cicatriz em camundongos.
Entretanto, o mastocito € uma célula dificil de estudar, ndo se conhece bem a sua
funcdo e a sua plasticidade. Atualmente, suspeita-se que o mastdcito participa da

remodelacgéo e finalizacdo da cicatrizagéo33-34,

O macrofago € o principal regente da cicatrizagcdo. Presente em todo o
processo da cicatrizacdo adulta. Responde e sustenta a reacdo inflamatoria, com
funcdo imunologica e secrecdo de citocinas e fatores de crescimento inflamatorio,
como TGFB1. Muda de fendtipo de M1 para M2, e faz a transicdo para a fase
proliferativa, estimula a proliferacdo dos tecidos epitelial, endotelial e conectivo.
Induz a formacdo da MEC, neovascularizacdo e re-epitelizacdo. O macrofago
influencia direta e indiretamente a fase de fibroplasia e remodelacdo, e esta
relacionado com cicatrizagdo hipertr6fica3>36. Encontra-se ausente na cicatrizagdo
fetal. No terceiro dia, o0 macréfago esta em maior nimero no Grupo Tratamento, e
subsequentemente diminui nos dias 7 e 15, e torna a aumentar discretamente no
vigésimo dia. Talvez a re-epitelizacdo e a formacédo de tecido de granulacdo mais
exuberante seja o efeito do macréfago mais numeroso no inicio, e a escassez de
miofibroblasto seja consequéncia da queda do macrofago no 7° e 15° dia. O Grupo

Nao Tratado apresentou aumento de macréfagos no sétimo dia, quase se sustenta
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até o dia 15 e diminui no 20° dia. Pode ser a causa do aumento de miofibroblastos

no 7° dia nesse grupo.

Na cicatrizacao fetal é caracteristica a auséncia ou atenuacédo da inflamacéao
com diminuicdo de fatores soliveis pré-inflamatérios e aumento de anti-
inflamatdrios, diminuicdo da vascularizacdo, e auséncia de miofibroblastos2°,
Entretanto, essas caracteristicas ndo podem ser totalmente transportadas para a
cicatrizacdo adulta. O camundongo espinhoso africano (Acomys)®, descoberto
recentemente, cura a ferida sem a formacao de tecido cicatricial, na vida adulta. O
seu processo de regeneracdo é semelhante, mas ndo idéntica ao processo de
regeneracdo fetal, tendo algumas caracteristicas inflamatérias.® Comparando a
expressdo genética e clinica da cicatrizacao fetal (sem cicatriz) com a da mucosa
oral de adulto, que cicatriza com o minimo de cicatriz, com a cicatrizacdo normal do
adulta (com cicatriz), e, com a cicatrizagao cronica senescente (ndo cicatrizacao), a
cicatrizacao fetal apresenta maior resisténcia tensil da pele regenerada, maior taxa
de proliferagéo, migragao celular, deposicdo da MEC e remodelag&o, maior resposta
aos fatores de crescimento, maior taxa de re-epitelizacdo, e, menor angiogenese,
menos inflamacéo, e menor tempo de cicatrizacdo. A cicatrizacdo senil ou crbnica,
apresenta todos os parametros diametralmente opostos, salvo a vascularizacdo que
também é escasso. A cicatrizacdo adulta € uma mistura das caracteristicas fetais
com a senil, um “meio-termo”, com exce¢ao da vascularizacdo, que se encontra
mais aumentada. As caracteristicas da cicatrizacdo da mucosa oral estdo entre a da
fetal e a do adulto. O fibroblasto da mucosa oral possui fortes caracteristicas fetais.
O microambiente da cicatrizacdo fetal é caracteristicamente hipoxico, apesar da taxa
de metabolismo mais alta’®. Mesmo com a diminuicido de macréfagos e de
miofibroblastos, e, do aumento do TGFB3, o Grupo Tratado apresentou
neovascularizacdo aumentada, com apice no 15° dia, e decresce até o 20° dia, mas
mantendo-se maior que o Grupo Nao Tratado. Acredita-se que neovascularizacéo
passageira da cicatrizacdo € proporcional a intensidade da inflamacao, e o relevante
é a vascularizacdo permanente resultantel. O aumento da vascularizacdo no Grupo

Tratado pode ser reflexo do aumento de metabolismo, e ndo resposta a inflamacéao.

O TGFB3 é um dos principais agentes anti-inflamatérios e anti-fibroticos na

cicatrizacdo®’38, Estd aumentada na cicatrizacdo fetal e diminuida na do adulto.37-38
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Encontra-se aumentado no Grupo Tratado deste o inicio do processo, na fase
inflamatdria, mantém-se estavel, e aumenta discretamente no 20° dia, nas fases
proliferativa e remodeladora. Esse nivel elevado e sustentado de TGFB3 nesse
grupo esta de acordo com o comportamento do macréfago (diminuido), do
miofibroblasto (diminuido), e com a cicatrizacdo resultante, ou seja, menos tecido

cicatricial com maior resisténcia mecéanica.

O fibroblasto e o miofibroblasto s&o principais células na proliferacéo,
contracdo e remodelacdo da cicatrizacdo. O aumento do miofibroblasto também
relacionado com aumento da formacéo de fibrose na cicatrizagdo adulta, e, ndo ha
miofibroblastos na cicatrizacdo fetal. O miofibroblasto s6 apareceu no 7° dia em
ambos grupos, e em maior quantidade no Grupo Nao Tratado, e quase desaparece
no 15° dia. O Grupo Tratado apresentou nimero menor de miofibroblastos no sétimo
dia, e diminuiu de forma gradual até 15° dia. Talvez a menor cicatriz resultante do
Grupo Tratado seja reflexo dos miofibroblastos em menor ndmero, e a sua

permanéncia por um tempo um pouco mais prolongado.

A resisténcia do tecido cicatricial resultante do Grupo Tratado foi 30% acima
do Grupo Nao Tratado, provavelmente, devido a maior teor de colageno | no tecido

cicatricial no Grupo Tratado.

A aplicagdo da EcOA na ferida cutdnea aberta de espessura total em ratos,
imediatamente apos a lesé@o, provavelmente teve efeito de na fase da inflamacéo do
processo de cicatrizagdo, com consequente modulacao das fases subsequentes de

proliferacdo e remodelacao.
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7 - CONCLUSAO

O tratamento da ferida cutdanea aberta de espessura total em ratos com a EcOA
modulou o processo de reparacao da ferida com consequente melhor funcionalidade

do tecido cicatricial.
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