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“Antes de tudo, o trabalho é um processo de que participam o Homem e a natureza, 
processo em que o ser humano com sua própria ação impulsiona, regula e controla seu 

intercâmbio material com a natureza... Põe em movimento as forças naturais de seu corpo, 
braços e pernas, cabeça e mãos, a fim de apropriar-se dos recursos da natureza, imprimindo-

lhes forma útil à vida humana. Atuando assim sobre a natureza externa e modificando-a, ao 
mesmo tempo modifica sua própria natureza.... Não se trata aqui das formas instintivas, 

animais, de trabalho... Pressupomos o trabalho sob forma exclusivamente humana. Uma 
aranha executa operações semelhantes às do tecelão, e a abelha supera mais de um arquiteto 
ao construir sua colmeia. Mas o que distingue o pior arquiteto da melhor abelha é que ele figura 
na mente sua construção antes de transformá-la em realidade. No fim do processo do trabalho 

aparece um resultado que já existia antes idealmente na imaginação do trabalhador. Ele não 
transforma apenas o material sobre o qual opera; ele imprime ao material o projeto que tinha 

conscientemente em mira...” 
Karl Marx (1818-1883) 

 
“...só o que podem fazer os animais é utilizar a natureza e modificá-la pelo mero fato de 

sua presença nela. O Homem, ao contrário, modifica a natureza e a obriga a servir-lhe, domina-
a. E aí está, em última análise, a diferença essencial entre o homem e os demais animais, 

diferença que, mais uma vez, resulta do trabalho. Contudo, não nos deixemos dominar pelo 
entusiasmo em face de nossas vitórias sobre a natureza. Após cada uma dessas vitórias, a 

natureza adota sua vingança. É verdade que as primeiras consequências dessas vitórias são 
as previstas por nós, mas em segundo e em terceiro lugar aparecem consequências muito 

diversas, totalmente imprevistas e que, com frequência, anulam as primeiras... Assim... nosso 
domínio sobre a natureza... não é o domínio de alguém situado fora da natureza, mas que nós, 
por nossa carne, nosso sangue e nosso cérebro, pertencemos à natureza, encontramo-nos em 
seu seio, e todo o nosso domínio sobre ela consiste em que, diferentemente dos demais seres, 

somos capazes de conhecer suas leis e aplicá-las de maneira adequada. Com efeito, 
aprendemos cada dia a compreender melhor as leis da natureza e a conhecer tanto os efeitos 

imediatos como as consequências remotas de nossa intromissão no curso natural de seu 
desenvolvimento. Sobretudo depois dos grandes progressos alcançados neste século pelas 

ciências naturais, estamos em condições de prever e, portanto, de controlar cada vez melhor 
as remotas consequências naturais de nossos atos na produção, pelo menos das mais 

correntes. E quanto mais isso seja uma realidade, mais os Homens sentirão e compreenderão 
sua unidade com a natureza, e mais inconcebível será essa ideia absurda e antinatural da 

antítese entre o espírito e a matéria, o homem e a natureza, a alma e o corpo...” 
Friedrich Engels (1820-1895) 
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APRESENTAÇÃO 
 

  
Acidentes com queimaduras são um problema de saúde pública mundial. 

Somente no Brasil, anualmente, ocorrem inúmeros casos de queimaduras, 
geralmente associados a inflamações e infecções, sendo, ainda, causas de 
invalidez e morte. Mesmo com progressos nos tratamentos, não são raras as 
cicatrizes hipertróficas, deformações e outros danos teciduais nas áreas 
afetadas do corpo do paciente.  

Alguns estudos associam os mastócitos à formação de cicatrizes 
patológicas, enquanto, a proteína Anexina A1 é grandemente relacionada a 
funções anti-inflamatória e antiproliferativa e, mais recentemente, segundo 
pesquisas com diferentes modelos de fibrose, apresenta também efeitos 
antifibróticos. Nesta investigação, buscamos aprofundar o conhecimento sobre 
o comportamento dos mastócitos em aspectos variados, bem como analisar a 
expressão e possíveis ações da proteína Anexina A1 durante as distintas fases 
do processo de reparo tecidual em lesões de origem térmica. Para isso, 
utilizamos um modelo de queimadura de segundo grau em ratos, na busca de 
subsídios para o desenvolvimento de novas terapias relacionadas ao 
tratamento de pacientes com queimaduras. 

Os dados obtidos neste trabalho foram compilados no manuscrito 
entitulado “Heterogeneity of mast cells and expression of Annexin A1 protein in 
second degree thermal injury model treated with Silver Sulfadiazine”, que foi 
submetido à revista indexada internacional Experimental Dermatology (ISSN: 
1600-0625). 

Paralelamente ao desenvolvimento deste projeto de mestrado, utilizamos 
o mesmo modelo de lesão térmica de segundo grau em um trabalho de 
iniciação científica de alunos do curso de medicina das Faculdades Integradas 
Padre Albino (FIPA), também sob a orientação da Profa. Dra. Ana Paula Girol e 
auxílio da mestranda Helena Ribeiro Souza. Neste trabalho, investigamos os 
efeitos do tratamento de óleo essencial de lavanda (Lavandula officinalis) puro 
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ou associado ao extrato da planta medicinal conhecida como bardana (Arctium 
lappa). O conjunto dos dados propiciaram a confecção do artigo “Lavandula 
officinalis and Arctium lappa in a model of second degree burn”, que foi 
submetido para a revista indexada internacional Journal of Histochemistry & 
Cytochemistry, ISSN (1551-5044).  

Ainda, o trabalho de iniciação científica da mestranda Helena Ribeiro 
Souza, desenvolvido anteriormente durante o seu Bacharelado em Ciências 
Biológicas, sobre a influência do exercício aquático em modelo de osteoporose, 
com orientação do Prof. Dr. Maurício Ferraz de Arruda e colaboração da Profa. 
Dra. Ana Paula Girol, possibilitou a redação do artigo entitulado “Biochemical 
analysis and bone remodeling in response to oophorectomy and aquatic 
training”. Este trabalho foi aceito pela revista Acta Ortopédica Brasileira (ISSN 
1809-4406), e será publicado no seu próximo volume (v.24, n.5, julho/agosto, 
2016).  

Um outro trabalho de iniciação científica, também com alunos do curso de 
medicina das FIPA, com orientação da Profa. Dra. Ana Paula Girol e 
participação da mestranda Helena Ribeiro Souza, recentemente foi publicado 
na revista do curso de Enfermagem das FIPA, a CuidArte Enfermagem (ISSN 
1982-1166, v.10, n.1, janeiro/junho, 2016) com o título “Expressão de 
metaloproteinases de matriz e anexina a1 em tumores de pele de diferentes 
graus de malignidade”. 

Os manuscritos e os artigos citados seguem anexados na íntegra. 
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RESUMO 
 
O processo de reparo de lesões térmicas pode ser dividido nas fases de 
inflamação, proliferação e remodelação. No seu processo de desgranulação, os 
mastócitos (MCs) liberam fatores quimiotáticos, citocinas e proteases, como 
triptase e quimase, para o meio extracelular, contribuindo na degradação da 
matriz lesada e síntese de uma nova. Além disso, estudos indicam que os MCs 
armazenam a proteína anti-inflamatória anexina A1 (AnxA1), envolvida na 
inflamação, apoptose, crescimento e diferenciação celular. Contudo, não se 
conhecem relatos da expressão e função da AnxA1 no reparo de queimaduras. 
Diante disso, os objetivos desse estudo foram quantificar e avaliar a ativação, 
acúmulo de histamina e heterogeneidade para triptase e quimase dos MCs, 
bem como, verificar a expressão da AnxA1, quantificar macrófagos, e dosar as 
citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 e a quimiocina MCP-1 em modelo de 
queimadura de segundo grau em ratos Wistar. Para o desenvolvimento da 
lesão os animais foram anestesiados e submetidos à aplicação de um bloco 
metálico aquecido no dorso. Os animais foram divididos em grupos controles e 
tratados com pomada de sulfadiazina de prata a 1% (SDP 1%). As análises 
foram realizadas em 3, 7, 14 e 21 dias após injúria, e também em fragmentos 
de pele normal. Avaliações macroscópicas e histopatológicas da cicatrização 
confirmaram as características de queimadura de segundo grau e a melhor 
evolução da cicatrização nos animais tratados. A quantificação dos MCs 
mostrou grande quantidade de células intactas na pele normal e redução 
significante dessas células nas fases de inflamação (dia 3) e de proliferação 
(dia 7).  Nas fases de proliferação de matriz (dia 14) e remodelação (dia 21) foi 
verificada maior quantidade de MCs nos animais controles e essas células 
foram observadas, principalmente, desgranuladas no dia 14 e intactas no dia 
21. Ainda, no grupo tratado aos 7 dias e em ambos os grupos aos 14 dias, foi 
encontrada diferença entre MCs com grande quantidade de histamina e MCs 
totais. A análise da heterogeneidade dos MCs revelou maior número de MCs 
positvos para triptase (MCT) do que para quimase (MCQ) na pele normal e 
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redução de MCTs e MCQs nas primeiras fases da cicatrização. Contudo, na 
fase de remodelação, muitos MCQs foram observados no grupo controle. A 
expressão da AnxA1 foi fraca na pele normal com aumento nas fases de 
inflamação e de proliferação.  Aos 21 dias após lesão, a expressão da AnxA1 
foi maior nos animais tratados com SDP 1%, no estroma e também em regiões 
epiteliais próximas à neogênese dos anexos cutâneos. As análises das 
citocinas mostraram aumento das pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6, e da 
citocina anti-inflamatória IL-10, nas fases iniciais do reparo, especialmente nos 
dias 3 e 7. O mesmo foi observado com relação a quimiocina MCP-1 e a 
quantificação de macrófagos. Nossos resultados evidenciaram diferenças no 
número de MCs e na imunomarcação da AnxA1 entre os grupos estudados, 
moduladas pelo tratamento com a SDP 1% e indicam que essas células e 
proteínas podem ser alvos terapêuticos no processo de regeneração de 
queimaduras. 
 
Palavras-chave: queimaduras, cicatrização, mastócitos, triptase, quimase, 
anexina A-1, inflamação, interleucinas.  
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ABSTRACT 
  
The repair process of thermal injury can be divided into phases of inflammation, 
proliferation and remodeling. The mast cells (MCs) in their degranulation 
process, release chemotactic factors, cytokines and proteases, as tryptase and 
chymase, to the extracellular environment contributing to the degradation of 
damaged matrix and synthesis of a new one. Moreover, studies indicate that 
MCs store the antiinflammatory protein annexin A1 (AnxA1) which involved in 
inflammation, apoptosis, growth and cell differentiation. However, there are no 
known reports of the expression and function of AnxA1 in burns repair. Thus, 
the objectives of this study were to quantify, assess the activation, histamine 
accumulation and heterogeneity for tryptase and chymase of MCs, as well as, 
check the expression of AnxA1, associated with macrophages quantification 
and the levels of TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 and MCP-1 in a second degree burn 
model in rats. For the development of the lesions, animals were anesthetized 
for applying a water-heated metal block in the dorso. The animals were divided 
into control and treated or not with the cream of silver sulfadiazine 1% (SDP 
1%). The analyzes were performed on 3, 7, 14 and 21 days after injury, and 
also in normal skin fragments. Macroscopic and histopathological evaluations of 
healing confirmed the burning characteristics of second degree and the better 
progress of wound repair in treated animals. Quantification of MCs showed 
large amount of intact cells in normal skin and a significant reduction of these 
cells in the stages of inflammation (day 3) and proliferation (day 7). In the 
phases of matrix proliferation (day 14) and remodeling (day 21) it was observed 
increased amount of MCs, only in the control animals, and these cells were 
mainly degranulated on day 14, but intact on day 21. Also, in the  treated group 
on day 7 and in both groups on day 14, it was found difference between MCs 
with large amounts of histamine and total MCs. The heterogeneity analysis 
revealed more MCs positves for tryptase (MCT) than for chymase (MCC) on 
normal skin and reduced MCTs and MCQs in the early stages of healing. 
However, in the remodeling phase, many MCCs were observed in the control 
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group. The expression of AnxA1 was low in normal skin and increased in the 
stages of inflammation and proliferation. On 21 days after injury, the expression 
of AnxA1 was higher in animals treated with SDP 1% in the stroma and 
epithelial cells especially in regions close to neogenesis of skin attachments. 
Analysis of the inflammatory mediators showed an increase pro-inflammatory 
TNF-α, IL-1β and IL-6 and anti-inflammatory IL-10 cytokines in the early stages 
of the repair, especially on days 3 and 7. The same was observed for MCP-1 
chemokine and quantification of macrophages. Our results showed differences 
in the number of MCs and AnxA1 expression between groups, that were 
modulated by treatment with the SDP 1%, indicating that these cells and protein 
can be used as therapeutic targets in burns regeneration process. 
 
Keywords: burns, wound healing, mast cell, tryptase, chymase, annexin A1, 
inflammation, interleukins. 
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I. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Pele e queimaduras 
 

O maior órgão do corpo humano, a pele, apresenta uma complexa estrutura 
formada pela epiderme, constituída principalmente de queratinócitos, e pela derme, 
composta principalmente de fibroblastos e uma densa matriz extracelular (MEC), rica 
em fibras de colágeno. Em continuidade à derme, aparece a hipoderme, tecido 
subcutâneo, com muitos adipócitos, constituindo um panículo adiposo. A pele é rica 
em vasos sanguíneos, terminações nervosas e anexos cutâneos, tais como pelos, 
glândulas sebáceas e sudoríparas. Sua principal função é a cobertura e proteção 
dos órgãos internos, e, exatamente por estar em contato direto com o meio externo, 
é alvo de vários tipos de injúria, incluindo cortes e queimaduras. Uma vez rompida 
ou degenerada a barreira dérmica, variados mecanismos são desencadeados para 
restaurar essa proteção o mais rápido possível (YILDIRIMER, THANH, SEIFALIAN, 
2012). 

As queimaduras constituem um problema de saúde pública nacional e mundial. 
Somente no Brasil, ocorrem cerca de 1.000.000 de acidentes com queimaduras por 
ano (CRUZ, CORDOVIL, BATISTA, 2012). As lesões teciduais das queimaduras 
podem ser de origem térmica pela exposição a chamas, superfícies e líquidos 
aquecidos, frio extremo, produtos químicos, radiação ou fricção (EVERS, BHAVSAR, 
MAILÄNDER, 2010). A profundidade do trauma na pele e a extensão da superfície 
corporal afetada devem ser avaliadas com a maior precisão possível, pois são os 
principais fatores na repercussão sistêmica e na sobrevida do paciente (CRUZ, 
CORDOVIL, BATISTA, 2012). 

A classificação das queimaduras em graus é feita de acordo com a gravidade e 
profundidade da lesão, sendo considerada de primeiro grau ou superficial, quando é 
restrita a epiderme, causando vermelhidão; de segundo grau superficial, quando 
atinge a derme superficial, ou de segundo grau profunda, quando se estende para a 
camada mais profunda da derme, ambas com hipersensibilidade e dor; e, de terceiro 
grau quando a lesão envolve a camada subdérmica, sem sensibilidade e de 
coloração esbranquiçada (MEYERHOLZ et al., 2009). Porém, as queimaduras mais 
superciais podem progredir para lesões mais profundas em até 4 dias após a sua 
ocorrência (EVERS, BHAVSAR, MAILÄNDER, 2010).  
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As lesões por queimadura são acompanhadas por intensa inflamação, danos 
teciduais, infecções e, mesmo com melhores prognósticos e progressos nos 
tratamentos, ainda são causas importantes de invalidez e morte (SUMMER et al., 
2007; PARIHAR et al., 2008). Além disso, a incidência de dor crônica e depressão 
associadas à necessidade de procedimentos operatórios múltiplos, hospitalização e 
reabilitação prolongadas, levam a altos custos de cuidados de saúde 
(RICHARDSON, MUSTARD, 2009).  

Um dos tratamentos mais utilizados para as queimaduras é o uso da prata 
ionizada (Ag+). As propriedades antimicrobianas da Ag+ são conhecidas há séculos 
e foram largamente utilizadas em infecções, anteriormente à descoberta dos 
antibióticos, como gonorreia e tétano. A ação microbicida da Ag+ é proveniente da 
sua capacidade de reagir com lipídeos de membrana, e em bactérias com a parede 
celular, e assim, ser absorvida pelas células. Similar à ação de outros metais, a Ag+ 
intoxica enzimas da cadeia respiratórias comprometendo o transporte de elétrons, 
interage com DNA e interfere na síntese de RNA, além de interagir com os 
aminoácidos arginina e glutamato, danificando proteínas e levando a célula à 
apoptose (ATIYEH et al., 2007; MARX, BARILLO, 2014). Porém, a preferência por 
esse tratamento não é unânime. Alguns autores sugerem que os tratamentos com 
prata têm seus efeitos citotóxicos potencializados se o íon estiver em grandes 
quantidades. Mesmo assim, desde a década de 60, a Ag+, juntamente com a droga 
antibiótica Sulfadiazina, são usadas no tratamento de queimaduras (MARX, 
BARILLO, 2014).   

 
1.2 Processo de reparo de queimaduras 
 

A cicatrização de feridas é uma resposta bem ordenada a partir da lesão e o 
processo de reparo tecidual pode ser dividido em fases de inflamação, proliferação 
celular inicial e posteriormente da MEC, e, por fim, maturação ou remodelação do 
tecido (Figura 1), sendo que cada fase osquestra o desenvolvimento da fase 
seguinte (STRONCEK, REICHERT; 2007; GURTNER et al., 2008; YILDIRIMER, 
THANH, SEIFALIAN, 2012; EHRLICH; WONG, GURTNER, LONGAKER; 2013; 
TAKEO, LEE, ITO, 2015).  
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Figura 1. Fases do reparo de lesões cutâneas e principais tipos celulares envolvidos. A: Fase 
inicial de inflamação aguda, com infiltração de leucócitos. B: Fase de proliferação celular e síntese de 
matriz primária. C: Fase de maturação ou remodelação tecidual (YILDIRIMER, THANH, SEIFALIAN, 
2012). 

 
A inflamação é iniciada imediatamente após a lesão por meio da liberação de 

sinais moleculares pró-inflamtórios, que atraem leucócitos, e também sinais anti-
inflamtórios, que controlam a resposta (STRONCEK, REICHERT, 2007). 
Investigações mostraram que dentre as citocinas envolvidas no complexo processo 
da modulação inflamatória na cicatrização de queimaduras, estão as citocinas pró-
inflamatórias interleucina-1 beta (IL-1β), IL-6 e fator de necrose tumoral alpha (TNF-
α), e a citocina anti-inflamatória IL-10, as quais apresentam diferenças na sua 
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expressão durante a evolução do processo cicatricial (GAUGLITZ et al., 2008; 
OPPELTZ et al., 2012; KUBO et al., 2014). Além das citocinas, a fase inflamatória 
envolve também liberação de fatores de crescimento, tais como o fator de 
crescimento de fibroblastos (FGF), o de queratinócitos (KGF) o de transformação do 
crescimento (TGF), e também proteína quimioatrativa de monócitos-1 (MCP-1), que 
atrai macrófagos e também mastócitos (MC) (GILLITZER, GOEBELER, 2001; 
BARRIENTOS et al., 2008).  

Durante a fase de proliferação ocorrem os processos de angiogênese, 
surgimento do tecido de granulação, deposição de colágeno e fibronectina que 
formam a matriz inicial, reepitelização, onde queratinócitos migram sobre a MEC 
recém sintetizada, e, ainda, pode haver contração da ferida (STRONCEK, 
REICHERT, 2007; EVERS, BHAVSAR MAILÄNDER, 2010). O tecido de granulação 
é indispensável à proliferação, diferenciação e migração celular, pois é responsável 
por fornecer nutrientes e oxigênio para as células envolvidas nesses processos e 
também por escoar os produtos do metabolismo celular (EVERS, BHAVSAR, 
MAILÄNDER, 2010; TAKEO, LEE, ITO, 2015). A fase final, de remodelação da 
matriz, é caracterizada pela deposição de colágeno de maneira organizada e 
neogênese de anexos cutâneos, no entanto, cicatrizes patológicas podem se formar 
devido a síntese excessiva de colágeno (STRONCEK, REICHERT, 2007). Estudos 
indicam que um prolongamento da fase de inflamação pode induzir a formação de 
fibroses e cicatrizes hipertróficas (TAKEO, LEE, ITO, 2015).  

Para avaliar as características morfológicas e fisiológicas, bem como a 
utilização de agentes terapêuticos na evolução de queimaduras foram estabelecidos 
modelos de queimadura termais de segundo grau em ratos, facilmente reprodutíveis, 
e que mostram semelhanças clínicas e histopatológicas com as queimaduras de 
segundo grau em humanos na clínica médica (MEYERHOLZ et al., 2009). 

 
1.3 Mastócitos 
 

Os MCs são provenientes das células-tronco CD34+ (Cluster of Differentiation 
34+) da medula óssea, são distribuídos nos tecidos conjuntivos do corpo através da 
circulação e terminam sua diferenciação após infiltração nos tecidos, adquirindo 
características especiais, tais como o desenvolvimento do conteúdo dos seus 
grânulos, ricos em histamina, glicosaminoglicanos e proteases específicas (ARTUC 
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et al., 1999; HERMES et al., 2000; DOUAIHER et al., 2014). Em murinos, a 
maturação dos MCs pode ser observada conforme a quantidade de histamina 
acumulada por essas células, evidenciada pela reação da histamina ao corante 
Safranina-O (WELLE, 1997; FEYERABEND et al., 2005; NAKAZAWA et al., 2014). 

O conteúdo dos grânulos dos MCs pode ser liberado por meio da ativação com 
ligação da Imunoglobulina (Ig) E, aos receptores Fc-epsilon (FcεR), mas também, 
por ligação de IgG, ativação dos receptores toll-like por produtos microbianos 
(HARVIMA, NILSSON, 2011; SILVA, JAMUR, OLIVER, 2014), proteínas do sistema 
complemento C3a e C5a, neuropeptídios, fator de célula-tronco (SCF) (ARTUC et 
al., 1999; HARVIMA, NILSSON, 2011; SILVA, JAMUR, OLIVER, 2014), TNF, IL-2, 
IL-8, prostraglandinas, leucotrienos (ARTUC et al., 1999), glicocorticoides, IL-1β, IL-6 
(DOUAIHER et al., 2014), além de drogas e estímulos físicos (SILVA, JAMUR, 
OLIVER, 2014). 

Os MCs são células que apresentam importantes funções tanto na fase aguda 
quanto na fase de remodelação da ferida após injúria por queimadura (Figura 2) 
(DONG et al., 2013; WILGUS, WULFF, 2014). No processo de desgranulação, os 
MCs liberam fatores quimiotáticos e proteases como triptase e quimase para o meio 
extracelular, contribuindo na degradação da MEC, promoção da angiogênese e 
remodelação tecidual por meio de proteólises seletivas na matriz e ativação de 
metaloproteinases (MMPs) (NISHIKORI et al., 1998; DOUAIHER et al.; 
WERNERSSON, PEJLER; 2014).  

 

 
Figura 2. Mediadores dos mastócitos e suas funções no reparo em lesões. Os vários 
mediadores químicos liberados contribuem nas diferentes fases do reparo tecidual.  (Modificado de 
WERNERSSON, PEJLER; WILGUS, WULFF; 2014). 
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A expressão variável das enzimas triptase, quimase e catepsina G, tem levado 
ao reconhecimento de diferentes subpopulações de MCs humanos e de murinos. 
MCs que expressam triptase e quimase são abundantes no tecido conjuntivo da 
pele, submucosa do trato gastrointestinal, parênquima mamário, miocárdio, 
linfonodos, conjuntiva e sinóvia. Enquanto, aqueles que expressam somente triptase 
são localizados, geralmente, na mucosa dos tratos respiratório e gastrointestinal. A 
terceira e menor população de MCs expressa somente quimase e catepsina G 
(WELLE, 1997; BISCHOFF, 2007).  

Em MCs humanos são encontrados três tipos de triptases (α, β e γ) e um tipo 
de quimase, enquanto que nos MCs de murinos existem vários tipos de ambas as 
proteases (BISCHOFF, 2007; WERNERSSON, PEJLER, 2014). As triptases clivam 
proteínas em resíduos de tripsina e de serina (WELLE, 1997) e quimases em 
resíduos de serina (WELLE, 1997; DOUAIHER et al., 2014), além de serem 
proteínas pró-inflamatórias (HARVIMA; NILSSON, 2011). Além disso, ambas as 
proteases são responsáveis por clivar trechos terminais de proteínas para torná-las 
ativas. A triptase ativa a uroquinase (HARVIMA; NILSSON, 2011) e MMPs 
(WERNERSSON, PEJLER, 2014) e a quimase ativa além de MMPs 
(WERNERSSON, PEJLER, 2014), a IL-1β, a TGF-β1 (DONG, et al., 2014) a 
colagenase (SAARINEN et al., 1994) e converte angiotensina I para II (DONG, et al., 
2013). 

Embora existam poucos estudos de MCs em queimaduras, investigações 
anteriores indicaram a importância da quimase liberada por essas células no 
processo de cicatrização de feridas induzidas por queimadura em ratos, relacionada 
à densidade de capilares, acúmulo de colágeno e número de MCs (NISHIKORI et 
al., 1998; BAYAT et al., 2008).  
 
1.4 Anexina A1 
 

Além das proteases, estudos em outros modelos animais, indicaram que os 
grânulos dos MCs armazenam a proteína anti-inflamatória anexina A1 (AnxA1) 
(OLIANI et al., 2000). A AnxA1 foi o primeiro membro clonado da superfamília das 
anexinas, proteínas que se ligam a fosfolipídios dependentes de cálcio (Ca++) com 
funções diversas (LIM, PERVAIZ, 2007; GAVINS; HICKEY, 2012). As anexinas são 
agrupadas de acordo com as suas características estruturais, incluindo, a presença 



26 
 

 

de um domínio central, constituído por quatro repetições de 60 a 70 aminoácidos 
cada, com alta afinidade ao Ca++, ligado a uma sequência N-terminal, que confere 
especificidade de ação para cada membro da superfamília anexina (D'ACQUISTO, 
PERRETTI, FLOWER, 2008) (Figura 3). Além dos MCs, a expressão da AnxA1 
também foi observada em outros tipos celulares, como nas células endoteliais, 
neutrófilos, eosinófilos (OLIANI et al., 2001; GIL et al., 2006; GASTARDELO et al., 
2009) queratinócitos e fibroblastos (SATO-MATSUMURA et al., 1996; NEYMEYER 
et al., 2015).  
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Figura 3. Estrutura da proteína anexina A1 (AnxA1). A: Representação esquemática da estrutura 
primária da AnxA1, com destaque do sítio ativo anti-inflamatório (peptídeo Ac2-26). B: Ilustração do 
arranjo tridimensional da proteína (RESCHER; GERKE, 2004). 

 
A AnxA1 apresenta múltiplas funções em diferentes sistemas relacionadas à 

inflamação (GIROL et al., 2013), crescimento celular (CÔTÉ et al., 2010), migração 
celular, transporte de membrana, proliferação, diferenciação celular e apoptose (LIM, 
PERVAIZ, 2007; GAVINS, HICKEY, 2012).  

Nas células inativas, a AnxA1 apresenta, predominantemente, localização  
intracelular, sendo translocada após ativação para a superfície celular, onde interage 
com receptores transmembrana de sete passagens, acoplados à proteína G, os 
receptores de peptídeos formilados (FPRs) (PERRETTI, DALLI, 2009; GIROL et al., 
2013; D’ACUNTO et al., 2014). Após a descoberta que atividade biológica da AnxA1 
poderia ser reproduzida pelos primeiros aminoácidos da porção N-terminal da 
proteína (peptídeo Ac2-26), tornou-se uma prática comum o uso dessas moléculas 
em modelos experimentais de inflamação (LIM, PERVAIZ, 2007; BIZZARRO et al., 
2012; GIROL et al., 2013). 

 Na pele, em condições normais, a expressão da AnxA1 é reduzida (BASTIAN 
et al., 1993), mas a distribuição e expressão anormal da proteína foram observadas 
em inflamações e tumores de pele (BASTIAN et al., 1993; OLIANI et al., 2008; 
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BOUDHRAA et al., 2014a). A AnxA1 é fortemente expressada nas lesões cutâneas 
no lúpus (MENG et al., 2014), no espinocarcinoma diferenciado (BASTIAN et al., 
1993) e no melanoma (BOUDHRAA et al., 2014a). Em cultura de células de 
melanoma, os níveis aumentados da AnxA1 foram correlacionados à capacidade 
metastática e a administração do peptídeo Ac2-26 estimulou a atividade da MMP2 
após interação com FPR (BOUDHRAA et al., 2014b). A AnxA1 também foi indicada 
como o mediador chave na morte de queratinócitos, atuando por meio do FPR1, na 
síndrome Stevens-Johnson e na necrólise epidérmica tóxica, importantes reações 
medicamentosas cutâneas (SAITO et al., 2014). 

 Em pacientes infectados com Leishmania braziliensis, a expressão da AnxA1 
foi mais forte nos macrófagos CD163+ e linfócitos CD4+ e CD8+ na pele infectada 
comparada a pele normal (SILVA et al., 2015). Análises imuno-histoquímicas, em 
modelo de inflamação granulomatosa, mostraram forte expressão da AnxA1 nos 
MCs nas fases inicial (7 dias) e tardia (28 dias) da reação inflamatória (OLIANI et al., 
2008). 

 Estudos in vitro indicam que a AnxA1 está envolvida na migração da linhagem 
de fibroblastos WS1 de pele humana, por meio de receptores FPR. Ainda, o 
peptídeo Ac2-26 foi capaz de estimular a migração de células WS1 em cultura com 
níveis elevados de glicose, possivelmente devido ao aumento na expressão do 
receptor, observado nas condições de hiperglicemia (BIZZARRO et al., 2012). 

 Recentemente, os efeitos protetores da AnxA1 no transplante de pele foram 
verificados em modelo de aloenxerto em ratos (TEIXEIRA et al., 2016). O tratamento 
farmacológico com o peptídeo mimético da AnxA1 aumentou a sobrevivência do 
aloenxerto, relacionada a inibição da transmigração dos neutrófilos e da indução da 
apoptose, reduzindo o dano tecidual. Contudo, não se conhecem relatos da 
expressão e função da AnxA1 no reparo das queimaduras. 

Diante do grande número de acidentes que envolvem queimaduras no Brasil e 
dos impactos físicos, psicológicos e socioeconômicos a eles relacionados (CRUZ; 
CORDOVIL; BATISTA, 2012), fica evidente a importância de estudos que busquem 
aprofundar o entendimento dos mecanismos envolvidos durante o reparo de lesões 
induzidas por queimadura. Como os MCs e a AnxA1 estão relacionados aos 
processos de angiogênese e remodelação tecidual, mas tem sido pouco explorados 
em queimaduras, analisamos a heterogeneidade dos MCs, quanto à expressão das 
proteases triptase e quimase, e avaliamos o papel da proteína AnxA1 em modelo de 
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queimadura de segundo grau tratadas ou não com Sulfadiazina de Prata em 
pomada a 1% (SDP 1%), considerado o tratamento padrão nas queimaduras de 
espessura parcial (ATIYEH et al., 2007; MARX, BARILLO, 2014).  

Os resultados dessas análises poderão ser úteis para o melhor entendimento 
da ação da proteína no local da inflamação na pele e para o desenvolvimento de 
novas estratégias terapêuticas no tratamento dos pacientes queimados. 
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II. OBJETIVOS  
 

2.1 Objetivos Gerais 
 
Considerando a importância do entendimento das interações celulares e 

moleculares na cicatrização de feridas, induzimos queimaduras de segundo grau em 
ratos e procedemos a aplicações tópicas de soro fisiológico a 0,9% (controle) ou 
SDP 1% com os objetivos de acompanhar o comportamento dos MCs e a expressão 
da proteína AnxA1 na evolução do reparo das lesões em ambos os grupos. 

 
2.2 Objetivos Específicos 

  
 Em fragmentos das lesões após 3, 7, 14 e 21 dias da indução da injúria, nos 

grupos controle, tratado com SDP 1% e também em pele normal: 
 Quantificar e avaliar o estado de ativação dos MCs; 
 Avaliar o processo de acúmulo de histamina dos MCs; 
 Avaliar a heterogeneidade dos MCs em relação à triptase e quimase;  
 Investigar a expressão da AnxA1 no citoplasma dos MCs e no tecido em 

regeneração; 
 Quantificar dos sobrenadantes dos macerados das lesões, as citocinas 

IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α, e também a quimiocina MCP-1;  
 Quantificar os macrófagos. 
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III.  MATERIAIS E MÉTODOS  
 

3.1 Animais 
 
Ratos adultos da linhagem Wistar (n=40) pesando aproximadamente 250g 

foram obtidos da Unidade Didática e de Pesquisa Experimental (UDPE) das 
Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA) de Catanduva-SP. Os animais foram 
mantidos em gaiolas, em um ambiente com temperatura controlada (24º a 25oC) 
com água e ração ad libitum. Os experimentos foram desenvolvidos de acordo com 
as normas da Comissão de Ética para o Uso de Animais (CEUA-FIPA), Certificado 
de Aprovação nº 12/14. 

 
3.2 Modelo experimental de queimadura e protocolos de tratamento 

 
Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com 0,2mL/100g de 

ketamina e 0,05mL/100g de xilasina e submetidos à tricotomia na região dorsal para 
aplicação de um bloco metálico, com dimensão de 2,0 X 2,0 cm, aquecido com água 
a 100 oC, por 10 segundos (Figura 4A), configurando a queimadura de segundo grau 
(Figura 4C e D) (MEYERHOLZ et al., 2009). Imediatamente após o trauma, as 
lesões foram cobertas com gaze umedecida em soro fisiológico gelado (Figura 4B). 
Os animais receberam analgésico codeína (1mL/Kg), por gavagem, logo após a 
indução da lesão e, nos dias seguintes, o analgésico foi oferecido na água (30mg/L).  

Os tratamentos tópicos tiveram início 24 horas após a indução das 
queimaduras (Figura 4E e F). Os animais do grupo controle (Grupo C) foram 
tratados com uma aplicação diária de soro fisiológico a 0,9% e os animais do grupo 
tratado receberam administrações tópicas (1x/dia) de SDP 1% (Grupo SDP) por 21 
dias. Os animais foram eutanasiados, por dose excessiva de anestésico (isoflurano), 
para exérese das lesões, após 3, 7, 14 e 21 dias da injúria, para acompanhamento 
da evolução do processo cicatricial. Do dorso dos animais controles, também foram 
retiradas amostras de fragmentos de pele normal (Grupo N) (Figura 4G). 
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Figura 4. Protocolos de indução da queimadura e tratamentos. (A) Indução da lesão com bloco 
metálico. (B) Resfriamento da lesão com gaze embebida em soro fisiológico gelado. (C) Lesão logo 
após indução. (D) Lesão um dia após indução. (E) Tratamento com SDP 1%. (F) Animal do grupo não 
tratado. (G) Divisão dos animais por grupos. 
 
3.3. Análises histopatológicas  
 

Fragmentos de pele normal e das lesões nos diferentes períodos foram fixados 
em formol a 4% e processados para inclusão em parafina. Secções de 5 µm foram 
usadas para análises histopatológicas, quantitativas e imuno-histoquímicas. O 
processo de cicatrização da pele foi avaliado histopatologicamente pela coloração 
Hematoxilina-Eosina (HE) e a presença de fibras colágenas no tecido conjuntivo foi 
evidenciada pelo método Picrossirius-Polarização.  
 
3.4 Análises quantitativas dos níveis de citocinas e quimiocina 
 

Fragmentos de peles normais e das lesões de todos os grupos foram 
macerados em nitrogênio líquido e colocados em eppendorfs, onde foram 
adicionados 650 µL da solução de inibidor de proteases (Protease Inhibitor Cocktail 
Set I, Millipore Corporation, USA) e fosfatases (PhosphoSafe, Novagen, Millipore 
Corporation, USA). Para o preparo dessa solução, foram seguidas as instruções do 
fabricante. O material foi incubado por 20 minutos, a 4oC, sob agitação constante, e, 
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em seguida, centrifugado a 14.000 rotações por minuto (RPM), por 10 minutos, a 
4oC, sendo os sobrenadantes coletados e imediatamente congelados a – 80 oC.  

As citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10, e a quimiocina MCP-1, foram 
quantificadas no sobrenadante do macerado dos tecidos, utilizando o Kit MILLIPLEX 
MAP de citocinas de rato (RECYTMAG-65K; Millipore Corporation, EUA) e 
analisadas no equipamento LUMINEX xMAP MAGPIX (Millipore Corporation, EUA) 
do Laboratório de Imunomorfologia do IBILCE-UNESP de São José do Rio Preto-
SP. As beads magnéticas, soluções controles, tampão de lavagem, soro matriz e 
padrões foram preparados e homogeneizados conforme as instruções descritas. 
Foram adicionados 25 µL dos padrões, soluções controles e amostras na placa 
magnética de 96 poços, lavada previamente com o tampão de lavagem. A seguir, 25 
µL de assay buffer foram adicionados às amostras, 25 µL do meio apropriado aos 
padrões e, 25 µL de beads magnéticas revestidas com anticorpos específicos em 
todos os poços (controles, padrões e amostras). Em seguida, a placa foi selada com 
adesivo próprio e incubada por 2 horas à temperatura ambiente, sob agitação no 
shaker.  

Após, a placa foi lavada 2 vezes com 200 µL de tampão de lavagem e 
incubada com 25 µL de anticorpo de detecção à temperatura ambiente, por 1 hora, 
no shaker. Para completar a reação, 25 µL de ficoeritrina conjugada à estreptavidina 
foi adicionada e incubada por 30 minutos, protegida da luz à temperatura ambiente, 
sob agitação. A placa foi então lavada 2 vezes e incubada com 125 µL do fluido 
(Drive Fluid) por 5 minutos à temperatura ambiente, no shaker. Em seguida, a leitura 
da placa foi realizada no LUMINEX xMAP MAGPIX. A concentração dos analitos foi 
determinada pelo software MAGPIX xPONENT (Millipore Corporation, USA). Os 
resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (S.E.M.) das 
concentrações de citocinas (pg/mL). 
 
3.5 Quantificação dos mastócitos 

 
Os MCs foram corados pelo Azul de Toluidina (AzT) a 0,1% e avaliados de 

acordo com suas características morfológicas em intactos e ativos, o acúmulo de 
histamina pelos MCs foi evidenciado por meio da coloração com Safranina-O (S-O) a 
2,5%. A quantificação dos MCs nos fragmentos de pele foi realizada em 10 imagens 
por lâmina, obtidas pela objetiva de 40X no microscópio Leica (DM500) do 
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Laboratório Multidisciplinar das FIPA. As áreas de cada tecido foram obtidas com o 
auxílio do software Leica Image Analysis. Os dados foram expressos como média ±  
S.E.M. do número de MCs por mm2. 
 
3.6. Análises Imuno-histoquímicas 
 

Secções das diferentes amostras foram preparadas em lâminas gelatinizadas, 
e então, desparafinizadas, re-hidratadas e, após a recuperação antigênica (tampão 
citrato pH 6,0 a 96oC, durante 20 minutos) e o bloqueio da peroxidase endógena, as 
secções foram lavadas em solução tampão de fosfato (PBS) e incubadas com o 
anticorpo primário diluído em soro albumina bovina (BSA) a 1%. No dia seguinte, 
foram incubadas com o anticorpo secundário biotinilado (kit Zymed Invitrogen), e a 
seguir, em substrato diaminobenzidina (DAB) (kit Zymed Invitrogen) para revelação. 
Logo após, as secções foram contracoradas com Hematoxilina. O controle negativo 
da reação foi obtido pela omissão do anticorpo primário do processo descrito acima.  

 
3.6.1 Quantificação de Macrófagos 

Para quantificação de macrófagos, estes foram evidenciados por 
imunomarcação, descrita no item 3.6, com anticorpo mouse monoclonal anti-rat 
monocyte/macrophages (1:150; Millipore Corporation, USA) incubado em câmara 
úmida por 4 horas. A quantificação dos macrófagos foi realizada conforme o item 
3.5. 

 
3.6.2 Heterogeneidade de MCs 

A reação de imuno-histoquímica para as proteases triptase e quimase dos MCs 
foi realizada conforme descrito no item 3.6. Em lâminas separadas, as secções 
foram incubadas em câmara úmida por 4 horas com os anticorpos primários mouse 
monoclonal anti-chymase (1:100; Abcam, USA) ou mouse monoclonal anti-tryptase 
(1:3000; Millipore Corporation, USA). A quantificação dos MCs positivos para triptase 
(MCT) ou quimase (MCC) nas secções de pele foi realizada conforme o item 3.5.  
 
3.6.3 Proteína AnxA1  

Para demonstrar a expressão da proteína AnxA1 no citoplasma dos MCs, 
utilizamos o anticorpo policlonal mouse anti-AnxA1 (1:400; Merck Millipore 
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Corporation, USA) que permaneceu incubado nas secções dos distintos grupos em 
câmara úmida por 4 horas. A análise da expressão da AnxA1 nos MCs foi realizada 
por densitometria óptica (unidades arbitrárias de 0 a 255 - UA) pelo programa 
analisador de imagem Leica Image Analysis, em 10 células por lâmina de cada 
animal. Os dados foram expressos como média ± S.E.M. 

Para avaliar a expressão da AnxA1 no tecido, utilizamos o mesmo anticorpo, 
porém diluído a 1:700, com incubação em câmara úmida a 4ºC overnight. A análise 
da expressão da proteína AnxA1 foi feita separadamente na epiderme e na derme 
dos fragmentos por densitometria ótica, conforme descrita anteriormente.  
 
3.7. Análises Estatísticas 
 

Os resultados obtidos da dosagem de citocinas, da quantificação dos MCs nas 
diferentes colorações e imunomarcações, dos macrófagos, da densitometria óptica 
da imunomarcação da AnxA1 na epiderme e na derme do tecido e no citoplasma 
dos MCs, foram submetidos, previamente, à análise descritiva e determinação da 
normalidade, a seguir, comparados pela Análise de Variância (ANOVA-two away) e 
pós-teste de Bonferroni. Todos os valores obtidos foram expressos como média ± 
S.E.M. e os valores de P menores que 0,05 foram considerados estatisticamente 
significantes. 
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IV. RESULTADOS  
 
4.1 Aspectos macroscópicos da evolução das lesões 
  

Inicialmente, por meio das análises macroscópicas, confirmamos que o modelo 
de lesão térmica utilizado foi eficaz na indução de queimaduras de segundo grau 
(Figura 4), com a formação de edema e vermelhidão imediatamente após a indução 
da lesão, aparência esbranquiçada após alguns minutos (Figura 4C) e, 
posteriormente, crosta firmemente aderida (Figuras 4D, 5A1, B1, C1, D1). A 
evolução do processo cicatricial foi observada pela queda das crostas e restauração 
da pele e anexos cutâneos (Figura 5E1, F1, G1, H1).  

Macroscopicamente, entre os animais dos grupos C e SDP, a cicatrização 
evoluiu melhor no grupo tratado com a SDP 1%, com a ocorrência mais rápida de 
queda das crostas e reaparecimento de pelos (Figura 5A1, B1, C1, D1, E1, F1, G1, 
H1). 
 
 
4.2 Análises histopatológicas 
 

As análises histopatológicas confirmaram as características de queimaduras de 
segundo grau, bem como, a melhor evolução das feridas nos grupos SDP (Figura 
5A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2 E I1). Durante o processo de cicatrização das 
lesões, após 3 dias da indução da queimadura, foram observadas características 
comuns à fase aguda da inflamação, com intensa invasão de células inflamatórias, 
especialmente polimorfonucleados, aumento de adipócitos e formação de tecido de 
granulação (Figura 5A2 e B2). Após 7 dias, foram observados processos de 
reepitelização e proliferação de fibroblastos (Figura 5C2 e D2), características 
concomitantes ao processo de resolução da inflamação e início da fase de 
proliferação celular. Já aos 14 dias (Figura 5E2 e F2), foi evidente a proliferação da 
MEC, de maneira mais organizada em SDP14, e, após 21 dias da injúria (Figura 
5G2 e H2), foi caracterizada a fase de remodelação ou maturação, com a 
reestruturação da epiderme e derme, e com formação dos anexos cutâneos, 
principalmente no grupo SDP21. Sendo assim, nos animais tratados com a pomada 
SDP 1%, foi verificada melhor cicatrização comparada aos controles.  
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Figura 5. Análises macroscópicas e histopatológicas do processo de cicatrização de 
queimadura de segundo grau. (A) C3 e (B) SDP3, fase de inflamação e presença de adipócitos em 
ambos os grupos. (C) C7 e (D) SDP7, fase de proliferação, setas indicam reepitelização. Até 7 dias, 
as fibras de colágeno fracamente coradas (A3, B3, C3 e D3) e com baixa birrefringência na 
polarização (A4, B4, C4 e D4) na derme de ambos os grupos. (E) C14 e (F) SDP14, reepitelização 
completa e cicatrização mais rápida no grupo SDP (E1 e F1). Derme e hipoderme (E2, F2 - setas) 
mais organizadas e fibras de colágeno mais coradas no grupo tratado com SDP (E3, F3). (G) C21 e 
(H) SDP21, fase de remodelação, anexos cutâneos (G1, H1, G2, H2 - setas) mais numerosos e 
birrefringência maior nos grupos tratados com a SDP 1% (G4 e H4). Pele normal (I). (A1, B1, C1, D1, 
E1, F1, G1 e H1) Análise macroscópica. (A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2 E I1) Coloração: HE. Barras 
500 µm. (A3, B3, C3, D3, E3, F3, G3, H3 e I2) Coloração Picrossírius e (A4, B4, C4, D4, E4, F4, G4, 
H4 e I3) Polarização. Barras 200 µm. 
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O processo de reparo das lesões, relacionado à reorganização das fibras 
colágenas na derme também foi verificado pelo método de polarização após a 
coloração com Picrossirius-Hematoxilina (Figura 5A3, B3, C3, D3, E3, F3, G3, H3 e 
I2) e polarização (Figura 5A4, B4, C4, D4, E4, F4, G4, H4 e I3). Uma vez que o 
corante picrossírius funciona como um intensificador da birrefringência das fibras 
colágenas, por ser uma molécula linear e aniônica capaz de emparelhar com as 
fibras alongadas e catiônicas do colágeno (LATTOUF et al., 2014), nesse trabalho, 
consideramos para análise das fibras de colágeno, a intensidade da birrefringência 
observada nas diferentes fases do processo de cicatrização em relação à pele 
normal.  

Durante o processo de cicatrização foi possível observar mudanças nos 
padrões de birrefringência das fibras de colágeno, indicando processo de aumento e 
reorganização nas fibras. Entre os grupos, a reestruturação e distribuição 
organizada das fibras de colágeno na derme ocorreram de maneira mais acentuada 
nos animais tratados com SDP 1%, nos quais o padrão de distribuição das fibras 
colágenas após 21 dias da injúria foi semelhante ao da pele normal (Figura 7H3, H4, 
I2 e 3). 
 
4.3 Dosagem de citocinas e MCP-1 no sobrenadante do macerados das lesões 
e quantificação de macrófagos nos tecidos 
 

Todas as citocinas estudadas apresentaram baixas dosagens nos fragmentos 
de pele normal, (TNF-α: 7,78 ± 2,29; Figura 6A; IL-1β: 224,22 ± 21,21; Figura 6B; IL-
6: 0,49 ± 0,02; Figura 6C; IL-10: 15,67 ± 12,76; Figura 6D).  

As dosagens de TNF-α nos fragmentos das lesões mostraram que, em 3 dias 
após a indução da lesão, ocorreu aumento significante (p<0,05) somente em C3 
comparado a pele normal (C3: 52,13 ±18,92; Figura 6A) e em 7 dias pós lesão, 
foram observados aumentos em ambos os grupos, com relação a C3 e a N (C7: 
154,18 ± 27,14; p<0,001 vs C3; SDP7: 143,98 ± 31,91; p<0,001 vs SDP3; C7 e 
SDP7, ambos p<0,001 vs N; Figura 6A). Contudo, nos fragmentos de 14 e 21 dias 
após a queimadura, foi observada redução da expressão de TNF-α, comparada às 
fases iniciais do processo de cicatrização (C14: 22,97 ± 3,8; SDP14: 16,64: 7,47; 
C21: 14,91 ± 4,86; SDP21: 15,92 ± 3,79; Figura 6A). 
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Figura 6. Dosagem de citocinas e quantificação de macrófagos na cicatrização de queimaduras 
de segundo grau. Os valores são apresentados como média ± S.E.M. (n=5/grupo). * p<0,05 vs Pele 
Normal. (A) TNF-α: doses elevadas em C3 e em ambos os grupos após 7 dias da injúria. (B) IL-1β: 
doses elevadas em ambos os grupos aos 3 e 7 dias e em C14. (C) IL-6: superexpressão em 7 dias, 
especialmente no grupo de controle. (D) IL-10: Altas dosagens em 3 e 7 dias em todos os grupos. (E) 
MCP-1: Altas dosagens em 3 e 7 dias em ambos os grupos. (F) macrófagos: muitos macrófagos aos 
3 dias em ambos os grupos e em SDP7. (G): macrófago. Contra-coloração: Hematoxilina. Barras 
2µm. 

 
Com relação à IL-1β foi observado aumento significante da citocina (p<0,001), 

em ambos os grupos, nas fases da inflamação aguda e proliferação celular 
comparada à pele normal (C3: 530,64 ± 94,37; p<0,05; SDP3: 582,94 ± 99,01; 
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p<0,01; C7: 641,79 ± 122,76; p<0,01; SDP7: 684,68 ± 140,04; p<0,001; Figura 6B). 
De maneira interessante, aos 14 dias do processo de cicatrização, foi observado 
aumento nos níveis da citocina no grupo controle comparado ao N (p<0,001) e 
redução desses níveis no grupo tratado com SDP 1% que mostrou dosagens 
próximas àquelas encontradas na pele normal e reduzidas comparadas ao grupo 
controle (C14: 901,29 ± 70,61; SDP14: 314, 39 ± 79,83; p<0,001 vs C14;  p<0,05 vs 
SDP7; Figura 6B). Na fase mais avançada do processo, aos 21 dias de cicatrização, 
ambos os grupos apresentam valores reduzidos da IL-1β, próximos aos de N (C21: 
352,44 ± 67,06; SDP21: 468,51 ± 43,78; Figura 6B). 

Nas análises da IL-6, foram observados níveis aumentados (p<0,001) da 
citocina nos fragmentos coletados após 7 dias da lesão (C7: 9192,64 ± 2743,42; 
SDP7: 5100,97 ± 1600,30), comparados a N. Nesse mesmo período, entre os 
grupos, foi verificado menor dosagem de IL-6 em SDP 1% comparado ao controle 
(p<0,001; Figura 6C).  

A quantificação de IL-10 revelou valores aumentados da citocina com relação a 
N e nas fases de inflamação (C3: 157,19 ± 21,29; p<0,05; SDP3: 262,90 ± 68,59; 
p<0,001; Figura 6D) e proliferação celular (C7: 347,06 ± 63,59; p<0,001; SDP3: 
202,02 ± 66,58; p<0,01; Figura 6D), e nessa última, com menores níveis em SDP 
comparado ao controle (p<0,05; Figura 6D). A análise da citocina nos fragmentos a 
partir de 14 dias após a lesão, revelou valores reduzidos de IL-10, semelhantes ao 
de N (C14: 68,71 ± 13,05; SDP14: 55,48 ± 9,31; C21: 49,91 ± 11,35; SDP21: 88,84 ± 
1,93; Figura 6D). 

Nas dosagens da quimiocina MCP-1, foi verificado aumento (p<0,001) em 3 e 7 
dias do processo de cicatrização em relação às dosagens feitas na pele normal (N: 
100,27 ± 50,95; C 3: 6525,44 ± 1569,07; SDP3: 8051,84 ± 1520,58; C7: 6774,98 ± 
467,06; SDP7: 6796,24 ± 845,05; Figura 6E).  

Similarmente, na quantificação de macrófagos, foi observado aumento 
(p<0,001) do número dessas células, em ambos os grupos, em 3 dias após a lesão 
em relação à pele normal (N: 16,15 ± 4,43; C3: 60 ± 19,41; SDP3: 75 ± 22,68; 16,15 
± 4,43; Figura 6F e G). Entretanto, no dia 7 do reparo tecidual, somente no grupo 
tratado com SDP a 1%, foi verificado aumento significante (p<0,001) no número de 
macrófagos em comparação ao N (SDP7: 70 ± 5,77; Figura 6F) e consequente 
redução (p<0,01) comparado ao grupo controle (26,25 ± 4,41; Figura 6F). 
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4.4 Quantificação, análise de ativação e acúmulo de histamina dos MCs 
 

Os MCs foram evidenciados pela metacromasia dos seus grânulos 
citoplasmáticos após coloração com AzT (Figura 7A-F).  

A quantificação dos MCs mostrou grande número de células intactas na pele 
normal (N: 74,91 ± 5,84; Figura 7A e G). Nas lesões, na fase de inflamação aguda, 3 
dias pós lesão, foi verificada redução significante (p<0,001) de MCs intactos em 
relação a N (C3: 16,2 ± 4,23; SDP3: 3,18 ± 0,83; Figura 7B, C, G), que se manteve 
até a fase de proliferação celular e da MEC,  após 7 dias (C7: 2,42 ± 1,93; SDP7: 
6,82 ± 3,43; Figura 7G) e aos 14 dias (C14: 16,11 ± 4,12; SDP14: 3,59 ± 2,08; Figura 
7D, E e G). Entretanto, no grupo não tratado com SDP 1%, aos 21 dias da injúria, 
foram quantificados muitos MCs inativos como observado na pele normal (C21: 
53,75 ± 6,81; Figura 7F; SDP21: 15,66 ± 5,66; Figura 7G). 

Na quantificação de MCs desgranulados ocorreu aumento em relação à pele 
normal (5,09 ± 0,88) aos 7 dias, somente no grupo tratado com SDP 1%, e aos 14 
dias em ambos os grupos de tratamento (SDP7: 32,73 ± 10,08 p<0,01 vs N; C14: 
59,88 ± 12,87, Figura 7D; SDP14: 38,31 ± 9,55, Figura 7E; ambos p<0,001 vs N; 
Figura 7H). Ainda, foi observada diferença (p<0,01) de MCs desgranulados entre 
C14 e SDP14. 

De modo geral, nas fases finais do reparo, a quantidade de MCs foi aumentada 
no grupo C em relação ao grupo SDP. Essas células foram observadas, em sua 
maioria, ativas ou desgranuladas aos 14 dias e inativas ou intactas aos 21 dias pós 
lesão. 

Após a verificação de que o tratamento com a pomada de SDP 1% influencia 
na proliferação dos MCs, analisamos se o processo cicatricial e os tratamentos 
apresentaram efeitos sobre o acúmulo de histamina dessas células, processo 
evidenciado pela reação ao corante S-O (Figura 7J). Para isso, comparamos a 
quantificação dos MCs totais, incluindo aqueles em estado intacto e desgranulado, 
observados pela coloração de AzT com a dos MCs evidenciados pela S-O. As 
análises foram realizadas tanto nas secções de pele normal, quanto nas lesões 
(Figura 7I).  
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Figura 7: Desgranulação e acúmulo de histamina nos MCs no processo de cicatrização da 
queimadura: (A) muitos MCs (setas) intactos na pele normal. (B) C3 e (C) SDP3 com poucos MCs. 
(D) C14 (E) SDP14, MCs desgranulados, principalmente no grupo de controle. (F) C21, vários MCs 
intactos. Detalhes de MCs intactos (A e F) e desgranulados (B e C). Coloração: Azul de Toluidina. 
Barras de 50 µm. Quantificação dos MCs: muitos MCs intactos (G) em N e C21 e muitos MCs 
desgranulados (H) em SDP7 e em ambos os grupos aos 14 dias. (I) Diferenças entre quantificação 
dos MCs positivos para azul de toluidina ou safranina-O, com menos MCs S-O+ em SDP7, C14 e 
SDP14 comparados com MCs AzT+. Os valores são apresentados como média ± S.E.M. (n=5/grupo).  
* p<0,05 vs N. (J) MCs corados com safranina-O. Barras de 2 µm.  

 
Em N, foi encontrado grande número de células coradas com AzT e S-O, sem 

diferença entre as duas quantificações (AzT: 80,01 ± 6,01; S-O: 70 ± 7,01; Figura 7I). 
Nas primeiras fases do processo de cicatrização, em 3 dias após lesão, tanto em C 
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como em SDP, ocorreu redução significante (p<0,001) do número tanto de MCs S-O 
positivos como de AzT positivos, sem significância entre esses (AzT: C3: 30,94 ± 
4,89; SDP3: 18,28 ± 3,08; e S-O: C3: 11,25 ± 2,20; SDP3: 3 ± 2; Figura 7I).  

Aos 7 dias, no grupo controle, ainda foram observados poucos MCs S-O 
positivos e AzT positivos (AzT: C7: 18,51 ± 8,12; S-O: 11:45 ± 3,77; Figura 7I). 
Entretanto, foi observada diferença significativa entre MCs corados com AzT e S-O 
aos 7 dias no grupo tratado (AzT: 39,55 ± 13,29 p<0,01 vs S-O: 3,94 ± 1,28; Figura 
7I), e aos 14 dias em ambos os grupos (C14: AzT: 76 ± 13,14 p<0,01 vs S-O: 42,17 
± 10,51; SDP14: AzT: 41,9 ± 11,01 p<0,05 vs S-O: 20,83 ± 5; Figura 7I). Essa 
diferença foi observada nos mesmos grupos em que foram encontrados muitos MCs 
em estado de desgranulação.  

No dia 21 do reparo da lesão, não foram observadas diferenças na quantidade 
de MCs AzT positivos e S-O positivos (AzT: C21: 68,64 ± 8,07; SDP21: 33,12 ± 8,12; 
S-O: C21: 62,5 ± 9,42; SDP21: 27,15 ± 8,13; Figura 7I).  

 
4.5 Heterogeneidade dos MCs 
 

Os MCs também foram quantificados após a reação imuno-histoquímica para 
duas de suas proteases, triptase (Figura 8A) e quimase (Figura 8B), para análise da 
heterogeneidade dessas células durante a cicatrização. MCs triptase (MCT, Figura 
8C) e quimase (MCQ, Figura 8D) positivos foram observados em todas as amostras 
estudadas.  

Na pele normal, a maioria dos MCs foi triptase positiva (MCT: 33,3 ± 4,79; 
MCQ: 18,7 ± 2,1; p<0,05; Figura 8A e B). No dia 3 do processo de reparo, foi 
observada redução (p<0,001) tanto do número de MCTs (C3: 8,5 ± 2,57; SDP3: 1,5 
± 0,61; Figura 8A), como MCQs (p<0,05) comparado à pele normal (C3: 4 ± 1,27; 
SDP: 0,87 ± 0,52; Figura 8B).  

No dia 7 do processo de reparo tecidual, a quantificação mostrou que a 
diminuição dos MCTs permaneceu nos grupos tratados em relação a N (p<0,001) e 
também entre grupos (C7: 15 ± 5,68 p<0,05 vs SDP7: 1,5 ± 0,61; Figura 8A). Os 
MCTs, permaneceram com diferença significante em relação a pele normal também 
nas fases finais do processo de cicatrização, tanto no grupo controle (p<0,01), como 
no grupo tratado (p<0,001) com a pomada SDP 1%  (C14: 18,5 ± 7,81; SDP14: 10,5 
± 4,56; C21: 18,75 ± 9,6; SDP21: 13,12 ± 2,77; Figura 8A). 
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Figura 8: Heterogeneidade dos MCs para triptase e quimase no processo de cicatrização da 
queimadura: (A) Quantificação mostrando muitos MCTs na pele normal. (B) poucos MCs em N, 
redução de MCs imunorreativos para quimase nas primeiras fases do processo de cicatrização e 
muitos MCQs em C21. Os valores são apresentados como média ± S.E.M. (n=5/grupo). * p<0,05 vs N 
e γ p<0,001 vs C14. (C): MC imunorreativo para triptase. (D): MC imunorreativo para quimase. 
Contra-coloração: Hematoxilina. Barras 2 µm. 
 

Já na quantificação dos MCQs, aos 7 dias, somente o grupo tratado 
apresentou redução significativa (p<0,05) em relação a N (C7: 12,5 ± 4,67; SDP7: 
2,8 ± 1,64; Figura 8B). Em 14 dias pós-lesão, foi observada redução (p<0,01) 
apenas na comparação da quantidade de MCQs entre grupo controle e tratado (C14: 
24,75 ± 12,73; SDP14: 5 ± 2,23; Figura 8B).  

Finalmente, no dia 21 da cicatrização, foram verificados muitos MCQs no grupo 
C21 em relação aos demais grupos (C21: 60 ± 21,21; p<0,001 vs N e p<0,01 vs 
C14; SDP21: 18,75 ± 5,9; p<0,001 vs C21; Figura 8B). Sendo assim, de uma 
maneira geral, a quantificação de MCTs mostrou que nenhuma fase do processo de 
reparo tecidual recuperou o número de células encontradas na pele normal. 
Diferentemente, a análise dos MCCs mostrou que, aos 21 dias do processo de 
cicatrização, o grupo controle apresentou muitas dessas células.  
 
4.6 Expressão da ANXA1 no citoplasma dos MCs, na epiderme e derme  
 

Após a confirmação da classificação da queimadura em segundo grau pelas 
análises macroscópicas e histopatológicas, pelas dosagens de citocinas, e da 
efetividade do tratamento com a pomada SDP 1% no processo cicatricial, 
analisamos a expressão da proteína AnxA1 no citoplasma dos MCs, na epiderme e 
derme das lesões dos grupos C e SDP durante o processo de cicatrização, e 
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também nas secções de pele normal. A especificidade da imunomarcação foi 
verificada pelos controles de reação (Figura 9E e 10H). 

Nas análises do material coletado das queimaduras, foi verificado que os 
grânulos dos MCs também apresentavam reatividade para a proteína AnxA1 (Figura 
9B e C). Para investigar alterações na expressão da proteína durante as diferentes 
fases de cicatrização, foi realizada análise densitométrica no citoplasma dos MCs 
em todas as fases do processo cicatricial e na pele normal. Nossas análises 
mostraram aumento da expressão da AnxA1 apenas na fase aguda da inflamação, 
no dia 3 após a indução da lesão, nos grupos C e SDP comparados aos demais 
grupos estudados (p<0,001; Figura 9A). 

 

 
Figura 9: Análise densitométrica da AnxA1 no citoplasma dos MCs. (A) Forte imunomarcação 
nos MCs na fase inflamatória, C3 e SDP3. Os valores são apresentados como média ± S.E.M. 
(n=5/grupo).  * p<0,001 vs Pele Normal (N). (B) MC fortemente imunorreativo para AnxA1 na fase 
inflamatória. (C) MC fracamente imunorreativo para AnxA1, fase de remodelação. Barras de 20 μm. 
(D) MC imunorreativo para AnxA1 e (E) ausência de imunorreatividade no corte em série com contra-
coloração de hematoxilina e azul de toluidina. Setas indicam MCs. Barras de 50 μm. 

 
Nas imunomarcações no tecido, em N, foi observada expressão reduzida da 

proteína (Figura 10G). Aos 3 dias da lesão (Figura 10A e B), fase aguda da 
inflamação, a expressão da AnxA1 foi aumentada, em ambos os grupos (p<0,001), 
na epiderme e na derme comparada à pele normal (Figura 10I e J). Também houve 
diferença entre grupos, sendo a maior imunomarcação da proteína observada no 
grupo C3 (p<0,05; Figura 10I e J).  
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Figura 10: Expressão de AnxA1 em processo de cicatrização de queimadura de segundo grau. 
Em (A) C3 e (B) SDP3, aumento da expressão da proteína na fase de inflamação, no epitélio de 
revestimento (setas) e na derme. (C) C7 e (D) SDP7, expressão aumentada na derme e epiderme 
(setas), 7 dias após a lesão. (E) C21 e (F) SDP21 maior expressão de AnxA1 no grupo tratado com o 
SDP 1%, na superfície da epiderme (setas) e derme. (G) fraca expressão de AnxA1 na pele normal. 
(H) Ausência de imunorreatividade no controle da reação. Contra-coloração: hematoxilina. Barras de 
50 μm. Densitometria óptica da imunomarcarção da AnxA1 na (I) epiderme e na (J) derme. Os 
valores são apresentados como média ± S.E.M. (n=5/grupo). * Valores p<0,05 vs Pele Normal (N). 

 
No dia 7 da cicatrização (Figura 10C e D), a expressão da AnxA1 permaneceu 

aumentada com relação ao N em ambos os grupos tanto na epiderme (C7 p<0,05; 
SDP7 p<0,001; Figura 10I e J) como na derme (ambos os grupos p<0,001; Figura 
10I e J). Contudo, o grupo SDP7 apresentou maior expressão da AnxA1 (p<0,05) 
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que C7 na epiderme e na derme (Figura 10I e J). Após 14 dias de indução da lesão, 
a imunorreação da AnxA1 ainda foi maior nos grupos C (p<0,01) e SDP (p<0,05), 
comparada às fases iniciais em relação a N, porém somente na epiderme (Figura 
10I e J).  

Entretanto, aos 21 dias do processo cicatricial (Figura 10E e F), ocorreu novo 
aumento na expressão da proteína no grupo SDP comparado a pele normal e ao 
grupo controle, na derme (SDP21 p<0,001 vs N; p<0,05 vs C21; Figura 10I e J) e na 
epiderme (p<0,001 vs N e C21; Figura 10I e J). Nesta fase, a forte imunomarcação 
da AnxA1 foi especialmente observada em trechos do epitélio de revestimento, 
próximos a anexos cutâneos em formação (Figura 10E e F).  

Portanto, durante o processo cicatricial, entre os grupos, as maiores 
expressões da proteína foram observadas na epiderme em C3 e SDP21 e no derme 
em C3, SDP7 e SDP21.  
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V. DISCUSSÃO 
 
As queimaduras são traumas complexos, com alta taxa de morbi-mortalidade 

no Brasil e no mundo (SUMMER et al., 2007; PARIHAR et al., 2008) e geram forte 
impacto econômico e psicossocial, devido o tempo de tratamento (RICHARDSON, 
MUSTARD, 2009). 

Nas lesões de queimadura, as interações entre as células inflamatórias, 
mediadores químicos, fatores de crescimento e MEC, coordenam o processo de 
cicatrização, sendo a angiogênese essencial para a remodelação tecidual (EVERS, 
BHAVSAR, MAILÄNDER, 2010; TAKEO, LEE, ITO, 2015). Os MCs e a proteína anti-
inflamatória AnxA1 são importantes nos processos de reparo de feridas e 
angiogênese (LIM, PERVAIZ, 2007; CÔTÉ et al., 2010; DONG et al.; GUO, LIU, 
SUN; 2013). Contudo, os papeis biológicos dos MCs e da AnxA1 ainda são pouco 
explorados em queimaduras. Por essas razões, no presente estudo investigamos, 
em modelo animal de queimadura, a heterogeneidade dos MCs, e a expressão da 
AnxA1 durante o processo de cicatrização de lesões de segundo grau em animais 
controles e tratados com SDP 1%.  

Primeiramente, foram realizadas análises macroscópicas, em ambos os 
grupos, para classificação e acompanhamento das lesões durante a evolução do 
processo de cicatrização, os quais indicaram características de queimadura de 
segundo grau e melhor evolução das lesões tratadas com a SDP 1%. As nossas 
observações histopatológicas estão de acordo com dados de literatura e 
confirmaram a profundidade da lesão, de segundo grau superficial (CHEN, 
PRZYBOROWSKI, BERTHIAUME; MEYERHOLZ et al., 2009) e, a melhor 
regeneração no grupo tratado (BAYAT et al., 2005; ATIYEH et al., 2007). A análise 
histopatológica permitiu evidenciar a evolução da cicatrização, nas distintas fases do 
processo de reparo. Após 3 dias da indução da lesão, foi observado processo de 
reparo na fase de inflamação aguda, com infiltração de polimorfonucleados, 
macrófagos e formação de tecido de granulação, conforme outros estudos 
(STRONCEK; REICHERT, 2007; TAKEO; LEE; ITO, 2015).  

A injúria no tecido promove alterações nas estruturas moleculares e exposição 
de metabólitos tóxicos fazendo com que agentes imunomoduladores sejam liberados 
como resultado da lesão (EVERS, BHAVSAR, MAILÄNDER, 2010). Minutos após a 
injúria, polimorfonucleados são atraídos para promover a proteção do tecido lesado 
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e os mediadores químicos liberados nessa fase influenciam no desenvolvimento de 
capilares e atraem fibroblastos e queratinócitos, o que marca a próxima fase, de 
proliferação (WERNER, KRIEG, SMOLA, 2007; TAKEO, LEE, ITO, 2015). Monócitos 
também são recrutados logo após a lesão até a fase de proliferação, diferenciam-se 
em macrófagos para remover o tecido lesado e podem permanecer por meses no 
local (STRONCEK, REICHERT, 2007). Estudos indicam que inflamações 
exacerbadas têm papel na formação de cicatrizes patológicas e fibroses, pois 
células imunes secretam fatores que atraem e ativam fibroblastos (EHRLICH; 
GURTNER, LONGAKER, WONG; 2013; TAKEO, LEE, ITO, 2015).  

Os nossos estudos também indicaram, na fase aguda do processo de reparo, 
grande quantidade de adipócitos nas áreas queimadas, além das células 
inflamatórias, como observado em outras investigações em modelo de queimadura 
(BABCOCK et al., 2012; LEE et al., 2015). Estudos in vitro e in vivo mostraram que 
os adipócitos podem auxiliar no reparo das lesões térmicas, pois fornecem energia 
para o intenso processo de cicatrização, momento em que a nutrição pode não ser 
suficiente (VAN DEN BOGAERDT et al., 2009). Ainda, o tecido adiposo contém 
células tronco mesenquimais (CHEN, PRZYBOROWSKI, BERTHIAUME, 2009), 
sendo a injeção de gordura utilizada como tratamento em queimaduras severas 
(PATEL, 2008). Os adipócitos também auxiliam na ativação e migração de 
fibroblastos (TAKEO, LEE, ITO, 2015) e podem sofrer transdiferenciação para este 
tipo celular (WERNER, KRIEG, SMOLA, 2007).  

Aos 7 dias da indução da lesão, foram encontradas características da fase de 
proliferação celular, ou proliferação primária, com reepitelização e proliferação de 
fibroblastos e, aos 14 dias da inferência da injúria, foi observado o aumento da MEC, 
ou a chamada proliferação secundária, com a clara organização em epiderme, 
derme e hipoderme. 

Nas primeiras fases do processo de reparo de lesão em pele, os queratinócitos 
além de se dividirem, desfazem os desmossomos, destacam-se das bordas da ferida 
e, pela ação de MMPs, deslizam para o local da lesão, realizando o processo de 
migração por meio contração do citoesqueleto, para completar a reepitelização 
(STRONCEK, REICHERT, 2007; EVERS, BHAVSAR, MAILÄNDER, 2010). Ainda, 
folículos pilosos e glândulas sebáceas também contêm células progenitoras 
multipotentes que se deslocam até a lesão para se diferenciarem em diversos tipos 
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celulares (GURTNER et al., 2008; MEYERHOLZ et al.; CHEN, PRZYBOROWSKI, 
BERTHIAUME, 2009). 

 Os queratinócitos regulam a ação de fibroblastos, liberando citocinas que 
induzem a ativação destes (WONG, GURTNER, LONGAKER, 2013; TAKEO, LEE, 
ITO, 2015), por sua vez, fibroblastos podem estimular queratinócitos liberando 
fatores de crescimento, dentre eles, o KGF. Ainda, a reconstrução da membrana 
basal irá depender da íntima relação entre esses dois tipos celulares (WERNER, 
KRIEG, SMOLA, 2007). 

Aos 21 dias do processo de reparo, a histopatologia das lesões mostrou 
características da fase de remodelação do tecido, e também foi observada a 
formação de anexos cutâneos. Entretanto, nos animais tratados com a SDP 1%, os 
anexos já puderam ser observados desde o período anterior, no dia 14. Os anexos 
cutâneos são partes funcionais da pele e participam de processos como 
termorregulação e sistema sensorial, sendo que sua rápida restauração é importante 
para anatomia e estrutura da pele e, consequentemente, das funções normais do 
órgão (TAKEO, LEE, ITO, 2015).  

A maturação, ou remodelação, é a fase mais longa da cicatrização, podendo 
chegar a dois anos (WONG, GURTNER, LONGAKER, 2013). Durante a 
remodelação, a derme, maior responsável pelas propriedades de resistência 
mecânica da pele, é restaurada pela maturação e reorganização das fibras de 
colágeno e elastina (CHEN, PRZYBOROWSKI, BERTHIAUME, 2009). A formação 
de cicatrizes e fibroses é o resultado da desorganização do microarranjo e excesso 
de deposição das fibras colágenas, alterando a estrutura e função da pele 
(GURTNER et al., 2008; XUE, JACKSON, 2015). 

Por isso, na sequência dos estudos histopatológicos, analisamos as fibras de 
colágeno pelo método de Picrossírius-polarização. No início do processo cicatricial, 
em 3 e 7 dias após a lesão, foi observada coloração mais fraca do picrossírius e 
pouca birrefringência na luz polarizada em ambos os grupos, comparados à pele 
normal, demonstrando a degradação das fibras colágenas. A partir do dia 14 do 
processo de cicatrização, foi observada coloração mais acentuada na derme e maior 
birrefringência do que nas primeiras fases cicatriciais, principalmente nos grupos 
tratados com a pomada SDP 1%. Aos 21 dias da indução da lesão, o grupo SDP 
apresentou coloração e birrefringência próximas da pele normal, sugerindo que a 
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reorganização das fibras colágenas ocorreu mais rapidamente nos grupos tratados, 
corroborando com os resultados anteriores. 

Na continuidade do trabalho, as citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 e a 
quimiocina MCP-1 foram quantificadas no sobrenadante do macerado de fragmentos 
de pele e lesões. O resultado das dosagens realizadas está de acordo com outros 
trabalhos em queimaduras cutâneas (BARRIENTOS et al.; GAUGLITZ et al., 2008; 
BABCOCK et al.; OPPELTZ et al., 2012; KUBO et al., 2014).  

As dosagens das citocinas TNF-α e IL-6 revelaram aumento aos 7 dias do 
processo de reparo em relação aos outros períodos e somente o TNF-α, mostrou 
aumento significante no grupo controle em relação à pele normal, no dia 3. Kubo e 
colaboradores (2013) analisaram, em fragmentos de pele de murino queimada, 
diversas citocinas por meio de RT-qPCR e encontraram aumento na expressão de 
TNF-α e IL-6 entre 5 e 7 dias, sendo o aumento de TNF-α progressivo do dia 5 até o 
dia 7 da indução da lesão, e diminuição da expressão dessas citocinas no dia 14. 
Babcock e colegas (2012) dosaram, por ELISA, aumento de TNF-α sérico em 3 e 7 
dias após a indução de lesão térmica em 15% da superfície corpórea de 
camundongos e no dia 7 nos fragmentos de pele queimada dos mesmos animais. 
Oppeltz e outros pesquisadores (2012) também encontraram aumento na dosagem 
de TNF-α, em fragmentos de pele após 3 dias da indução de queimadura de terceiro 
grau em 12,5% da superfície corpórea de camundongos. Em 2008, Gauglitz e 
colaboradores quantificaram IL-6 sérica aos 7 dias da indução de queimadura em 
60% da superfície corpórea de ratos e observaram aumento dessa citocina. Além 
disso, estudos in vitro, demonstraram aumento de IL-6 e TNF-α em cultura de 
células oriundas de pacientes queimados quando comparado à expressão dessas 
citocinas em cultura de células de pele normal (NORONHA et al., 2014a, 2014b). 

As nossas dosagens da IL-1β mostraram aumento da citocina aos 3 e 7 dias 
em ambos os grupos e, somente no grupo controle, no dia 14 da cicatrização, 
quando comparadas às dosagens da pele normal e dos outros períodos de 
tratamento. A alta expressão de TNF-α aos 3 dias e de IL-1β aos 14 dias do 
processo de reparo, somente no grupo controle evidenciou, novamente, a 
efetividade do tratamento com a pomada SDP 1% em reduzir a inflamação inicial e 
prolongada  (ATIYEH et al., 2007). Resultados semelhantes às nossas dosagens 
foram encontrados em outros trabalhos. Em análises séricas, a dosagem de IL-1β foi 
aumentada no período de 2 a 7 dias pós-lesão (BABCOCK et al., 2012) e em 
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dosagens de fragmentos de lesões de 3 (OPPELTZ et al., 2012) e de 5 a 7 (KUBO 
et al., 2012) dias após indução de queimaduras.  

O recrutamento de leucócitos para o local da pele lesionada depende da 
liberação de citocinas por parte das células residentes no tecido (GILLITZER, 
GOEBELER, 2001). As citocinas TNF-α, família IL-1 e IL-6 são expressas por 
diversos tipos celulares encontrados na pele e em leucócitos, e tem seus níveis 
aumentados nos processos de inflamação e reepitelização (BARRIENTOS et al., 
2008).  

Os queratinócitos e as células endoteliais possuem receptores para diversas 
citocinas, indicando a participação de citocinas pró-inflamatórias na reepitelização 
(GILLITZER, GOEBELER, 2001). Além disso, queratinócitos armazenam tanto IL-1α 
como a IL-1β e essas são as primeiras citocinas liberadas após injúria cutânea por 
esse tipo celular (BARRIENTOS et al.; 2008). Ainda, a IL-6 está diretamente 
envolvida no crescimento epitelial e ratos deficientes desta citocina tem reparo de 
lesões mais lenta em comparação a animais selvagens (WERNER, KRIEG, SMOLA, 
2007).  

As dosagens da IL-10 revelaram aumento nos períodos de 3 e 7 dias do 
processo de reparo tecidual, quando comparadas aos outros períodos e à pele 
normal. No dia 7, a citocina teve maior expressão no grupo controle. Esses 
resultados corroboram com os de Gauglitz e colaboradores (2008), que encontraram 
aumento da IL-10 em análises séricas após 4 dias da indução de queimadura em 
60% da superfície corpórea de ratos, e também com os resultados de Kubo e 
colegas (2013), que observaram aumento da expressão de IL-10 nas amostras de 
lesões no período de 12 horas até 7 dias posteriores a indução da lesão.  

Nossas observações indicaram aumento dos níveis da IL-10 nas fases aguda e 
de proliferação celular. Enquanto citocinas pró-inflamatórias perpetuam a 
inflamação, vários mecanismos operam para regular essa atividade, como a IL-10 
(GILLITZER, GOEBELER, 2001) e a proteína AnxA1 (LIM, PERVAIZ, 2007; 
GAVINS, HICKEY, 2012).  

As dosagens de MCP-1 mostraram aumento nos 3 e 7 dias da cicatrização das 
lesões em comparação com outros períodos e pele normal. A quantificação de 
macrófagos realizada nas secções de pele normal e lesões mostrou, nas fases de 
inflamação e reepitelização inicial, aumento dessas células correlacionando com a 
quimiocina MCP-1.  
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Resultados semelhantes à nossa análise de MCP-1 também foram 
encontrados por outros pesquisadores em modelo animal de queimadura, em 
dosagens séricas (GAUGLITZ et al., 2008) e em tecidos (OPPELTZ et al., 2012; 
KUBO et al., 2014). Em uma investigação in vitro, a dosagem de MCP-1, mostrou 
diminuição da quimiocina em fibroblastos oriundos de queloides, salientando o papel 
protetor de MCP-1 no processo cicatricial (YEH, SHEN, TAI, 2009). 

A quimiocina MCP-1 é liberada, principalmente, por queratinócitos próximos à 
lesão e recruta monócitos, macrófagos, linfócitos e também MCs (GILLITZER, 
GOEBELER, 2001; BARRIENTOS et al., 2008) além de induzir fibroblastos a 
sintetizarem TGF-β e colágeno (GILLITZER, GOEBELER, 2001). O recrutamento e 
infiltração de monócitos, bem como sua diferenciação para macrófagos em tecidos 
que sofreram lesões, são bem descritos na literatura. A função dessas células é 
fagocitar o tecido lesado e contribuir para a proliferação celular, produção e 
remodelamento de um tecido novo por meio da liberação de citocinas e fatores de 
crescimento (STRONCEK, REICHERT, 2007; EHRLICH, 2013). Ainda, Gillitzer e 
Goebeler (2001) descreveram que na fase de proliferação do reparo tecidual, IL-1 e 
TNF-α são liberados por macrófagos. No entanto, nas fases tardias da cicatrização, 
observa-se a diminuição do número de macrófagos e aumento do número de MCs 
(EHRLICH, 2013), característica também observada em nossas análises.  

Após a comprovação de que o modelo usado no estudo foi adequado para a 
indução de queimaduras de segundo grau e que o protocolo de tratamento escolhido 
promoveu melhor cicatrização no grupo tratado com SDP 1% comparado ao grupo 
controle, procedemos às análises dos MCs, por meio da quantificação e observação 
do estado de ativação dessas células nos fragmentos de pele normal das lesões 
durante a regeneração tecidual. 

Os MCs foram observados em grande quantidade e principalmente intactos, na 
derme da pele normal. Nas fases iniciais do processo de regeneração, nas lesões de 
3 e 7 dias após injúria, ocorreu redução acentuada no número dos MCs e, algumas 
dessas células foram observadas em estado de desgranulação, o que indica a 
importância de mediadores químicos liberados pelos MCs para o ambiente 
extracelular. Os MCs entram em ativação logo após a lesão térmica, iniciando o 
processo de liberação do conteúdo dos seus grânulos cerca de 2 minutos após a 
queimadura. (BANKOVA et al., 2014). Os MCs modelam a inflamação e a liberação 
de seus mediadores é importante para a formação do tecido de granulação, 
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angiogênese, proliferação celular e remodelação (BANKOVA et al.; HARVIMA et al.; 
SIBILANO, FROSSI, PUCILLO; 2014). 

Outras investigações relataram a diminuição do número de MCs nas fases 
iniciais de cicatrização de feridas (NISHIKORI et al., 1998). Além disso, 
camundongos deficientes em MCs tiveram o fechamento de ferida comprometida na 
pele, indicando a importância dos produtos dessas células para o fechamento de 
lesões (WELLER et al., 2006). 

A partir de 14 dias do processo de reparo tecidual, observamos aumento do 
número de MCs principalmente em estado de ativação no grupo controle. 
Resultados semelhantes aos nossos, em relação ao aumento do número dessas 
células no mesmo período, também foram encontrados por Nishikori e 
colaboradores (1998). Enquanto Bayat e colaboradores (2008) encontraram MCs em 
atividade aos 16 dias da indução de queimadura de 3º grau em ratos tratados com a 
pomada antimicrobiana a base de Nitrofural.  

No dia 21 após a lesão, ainda são observados mais MCs no grupo controle, 
contudo, essas células estão em sua maioria, intactas nesta fase. No mesmo 
período, como na fase anterior, são observados poucos MCs no grupo SDP. A 
redução dessas células no grupo tratado pode estar relacionada com a propriedade 
leucopênica da SDP, causada pela citotoxidade promovida pelos componentes da 
pomada às células tronco da medula óssea (GAMELLI, PAXTON, O’REILLY, 1993; 
ATIYEH et al., 2007).  

O efeito da SDP na produção de granulócitos foi investigado em modelo de 
queimadura em camundongos (GAMELLI; PAXTON; O’REILLY, 1993). Os autores 
encontraram redução de 50% do total de leucócitos no sangue periférico no período 
de 1 a 7 dias após a injúria, e também diminuição das células progenitoras de 
granulócitos e macrófagos na análise da medula óssea do 1º até 4º dia. No mesmo 
estudo, a administração de SDP em cultura de células progenitoras da medula de 
murinos e de humanos, promoveu redução na quantidade dessas células de 
maneira dose-dependente.  

Diversas pesquisas têm relacionado a presença exacerbada de MCs com a 
formação de queloides. Investigações in vitro demonstraram a importância dos MCs 
na proliferação de fibroblastos (LEVI-SCHAFFER, KUPIETZKY, 1990; LEVI-
SCHAFFER, RUBINCHIK, 1995; ARTUC et al., 2002; DONG et al., 2015;). 
Igualmente, estudos in vivo relataram aumento do número de MCs em queloides e 
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cicatrizes patológicas (DONG et al., 2014) e em feridas crônicas (HUTTUNEN et al., 
2000). Harunari e colaboradores (2006) observaram maior número de MCs em 
cicatrizes do que na pele humana e suína normais. No entanto,  Iba e colaboradores 
(2004) verificaram, ao induzir queimaduras em camundongos deficientes em MCs, 
redução na dosagem de hidroxiprolina, principal aminoácido constitutivo de 
colágeno, quando comparada aos animais selvagens. No mesmo estudo, 
encontraram melhor arranjo das fibras de colágeno nos animais selvagens.  

Investigações indicam o envolvimento dos MCs na cicatrização cutânea, 
mostrando a relação dessas células com a produção e organização de uma nova 
MEC, com importante função no microambiente do reparo da lesão, porém, 
relacionadas a condições patológicas no reparo tecidual, no caso de sua 
superproliferação. 

Assim, o controle da proliferação de MCs no reparo da lesão cutânea é uma 
importante estratégia terapêutica no tratamento de pacientes queimados e, indica 
que a redução no número dessas células, observada nos fragmentos de pele dos 
animais tratados com a pomada SDP 1%, pode estar relacionada com os melhores 
resultados obtidos no processo de cicatrização dos grupos tratados.    

Após quantificação e análise do estado de ativação dos MCs, verificamos o 
processo de acumulação de histamina dessas células por meio da comparação de 
MCs positivos para S-O, com MCs positivos para AzT, nos diferentes estágios do 
processo de cicatrização.  

Aos 7 dias do reparo da lesão, foi observado que, somente no grupo tratado, 
haviam poucos MCs S-O positivos em relação ao número total de células e, no dia 
14, em ambos os grupos, havia menor quantidade dessas células positivas para S-O 
do que para AzT. Conforme observado anteriormente, nesses períodos os MCs 
estavam, em sua maioria, em estado de desgranulação. Esses resultados sugerem 
que os MCs não armazenavam grandes quantidades de histamina nesses períodos 
porque estavam liberando esse mediador para a MEC, participando ativamente do 
processo de reparo, modelando o início da fase de maturação do tecido. 

Os MCs, apesar de relacionados às cicatrizes hipertróficas e queloides, são 
imprescindíveis a normal cicatrização de lesões, sejam elas de natureza térmica ou 
não (IBA et al., 2004; WELLER et al., 2006). Dada à importância e envolvimento dos 
MCs e suas proteases no processo cicatricial, procedemos a análise da 
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heterogeneidade desse tipo celular, em relação às suas proteases triptase e 
quimase, pela técnica imuno-histoquímica. 

Na pele normal, foi observada maior quantidade de MCTs do que MCQs. Após 
3 e 7 dias da indução da lesão, ocorreu diminuição do número de células 
imunorreativas para ambas as proteases. Nossos resultados estão de acordo com 
os de Hermes e colaboradores (2000), que também observaram redução de MCs 
reativos para triptase e quimase em feridas recentes em pele humana. Tanto a 
triptase como a quimase são relacionadas à degradação do colágeno desnaturado 
decorrente de lesões (SAARINEN et al., 1994; WERNERSSON, PEJLER, 2014).  

Em todas as fases de reparo, os MCTs apresentaram menor número do que na 
pele normal. Nos animais tratados com SDP 1%, foi observada menor quantidade de 
MCQs comparados a pele normal em 14 dias e ao grupo controle em 21 dias.  

No dia 21, a quantificação de MCQs, mostrou aumento significante no grupo 
controle em relação à pele normal, na qual a maioria dos MCs é triptase positiva. 
Assim, embora o grupo controle apresente MCs totais e S-O positivos aos 21 dias da 
indução da lesão, em quantidades próximas às da pele normal, essas células 
expressam proteases diferentes. O conjunto das quantificações dos MCs S-O 
positivos e da heterogeneidade dessas células, indicaram relação entre o acúmulo 
de histamina dos MCs e o acúmulo de MCQs no grupo controle aos 21 dias após a 
injúria, e sugerem que essas células estavam em processo de maturação. O estudo 
de Nakazawa e colaboradores (2014) demonstrou a importância da histamina para a 
maturação dos MCs, em que camundongos deficientes em histidina descarboxilase, 
apresentaram diminuição na expressão da quimase. Além disso, outro estudo 
indicou que a quimase é a primeira protease a ser expressa em grandes 
quantidades por MCs (MA et al., 2008), corroborando mais uma vez com o indício de 
maturação dessas células no período de 7 a 14 dias.  

Diversos estudos associam a quimase à formação de fibroses e queloides. Em 
co-cultura de MCs e fibroblastos, foi verificada a liberação de FGF e triptase pelos 
MCs e o aumento em espessura da matriz de colágeno onde as células foram 
cultivadas (ARTUC et al., 2002). Outra investigação in vitro, demostrou que a 
quimase também promove a proliferação de fibroblastos oriundos de pele humana 
de maneira dose-dependente (DONG et al., 2012). Em outros trabalhos, foi 
observado que a quimase facilita a transdução de fatores de crescimento por 
fibroblastos, bem como a maior expressão dessa protease e aumento do número de 
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MCQs em queloides (DONG et al., 2013, 2014, 2015). Diferentemente, Hermes e 
colaboradores (2000) encontraram diminuição do número de MCQs e aumento da 
atividade de triptase em cicatrizes quando comparadas à pele normal humana. 
Ainda, a superexpressão de triptase é considerada um biomarcador para a 
mastocitose (PEJLER et al., 2011). 

Outra função relacionada às proteases triptase e quimase, é a alteração de 
proteínas para suas formas ativas. Estudos indicam que a quimase pode estar 
envolvida na clivagem de pró-IL-1β para IL-1β, transformando-a na sua forma ativa 
(GABAY, LAMACCHIA, PALMER, 2010), o que está de acordo com a maior 
quantidade de MCQs positivos observados nos animais controle, na fase final do 
processo de reparo. Outras investigações in vitro demonstram que a quimase cliva a 
sequencia N-terminal que inativa a colagenase (SAARINEN et al., 1994). A quimase 
também é importante no processo de ativação da pro-MMP2 e da pro-MMP9 
(WELLER et al., 2006), enquanto a triptase possui funções similares em relação à 
pro-MMP3 e pro-MMP13 (WERNERSSON, PEJLER, 2014).  

Deste modo, nossos resultados reforçam que a heterogeneidade dos MCs nos 
diferentes períodos e em resposta ao tratamento com a SDP 1% está relacionada ao 
microambiente celular, indicando que os MCs participaram ativamente do processo 
de remodelação da MEC recém sintetizada no reparo da lesão térmica.  

Ao realizar a análise da expressão da AnxA1, observamos que os MCs 
também apresentaram imunorreatividade para a proteína, principalmente na fase 
inflamatória, tanto no grupo controle como no grupo tratado. Pesquisas mostraram 
que os MCs armazenam a AnxA1 (OLIANI et al., 2000; KAMAL, FLOWER, 
PERRETTI, 2005; D’ACQUISTO, PERRETTI, FLOWER, 2008; PAULA et al., 2015) 
podendo aumentar sua síntese em processos inflamatórios (KAMAL, FLOWER, 
PERRETTI, 2005). Ainda, em animais deficientes em AnxA1 (AnxA1-/-), foi 
observada redução na desgranulação dos MCs (D’AQUISTO, PERRETTI, FLOWER, 
2008). Assim nossos resultados sugerem que a AnxA1 pode estar envolvida na 
ativação dessas células bem como na liberação da proteínas para o meio 
extracelular.   

Na sequência dos nossos estudos, e diante da importância da proteína AnxA1 
nos processos inflamatório, de angiogênese, diferenciação e proliferação de 
diversos tipos celulares (LIM, PERVAIZ, 2007; CÔTÉ et al., 2010; GIROL et al., 
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2013), avaliamos a expressão da AnxA1 na pele, durante a evolução do processo de 
reparo, nos grupos tratados ou não com a pomada SDP 1%.  

Na pele, analisamos separadamente a expressão da Anxa1 na epiderme e na 
derme. Nossas análises indicaram a expressão da AnxA1 na pele normal e em todas 
as fases de reparo da lesão. Na pele normal, a imunomarcação foi fraca, e em 
conformidade com trabalhos anteriores (BASTIAN et al., 1993; SATO-MATSUMURA 
et al., 1996). Entretanto, durante o processo de cicatrização, verificamos expressão 
variável da proteína, que foi observada fortemente expressa na derme e em trechos 
de reepitelização nas fases iniciais do reparo, com aumento da imunomarcação da 
AnxA1 no grupo controle aos 3 dias após injúria e no grupo SDP no dia 7.  Esses 
resultados relacionam a expressão da AnxA1 com o processo inflamatório inicial 
corroborando com pesquisas realizadas em outros  modelos animais  (PATEL, 2008; 
GIROL et al., 2013).  

A expressão aumentada da proteína, aos 7 dias após injúria, está de acordo 
com trabalhos anteriores que demonstraram participação da AnxA1 no processo de 
proliferação celular (LIM, PERVAIZ, 2007; GAVINS; HICKEY, 2012).  Testes in vivo 
e in vitro, indicaram que a AnxA1 promove fechamento de lesões provocadas em 
epitélio intestinal (LEONI et al., 2013, 2015). A importância da proteína nos 
processos de migração e proliferação do endotélio de vasos foi explorada em outra 
investigação (CÔTÉ et al., 2010). Ainda, na pele, em diferentes processos 
patológicos como em inflamações e neoplasias, ocorre modulação na expressão da 
AnxA1 (BOUDHRAA et al., 2014a; SATO-MATSUMURA et al., 1996), que está 
envolvida também na diferenciação de queratinócitos (BASTIAN et al., 1993) e no 
processo de quenatinização e estratificação (SATO-MATSUMURA et al., 2000). Um 
estudo in vitro, demonstrou que a AnxA1 atua na migração de fibroblastos de pele 
normal humana (linhagem WS1), pois o tratamento com o peptídeo mimético da 
AnxA1, Ac2-26  aumentou a motilidade dessas células em cultura e, o uso de 
anticorpo bloqueador da AnxA1, promoveu a redução da motilidade dos fibroblastos 
(BIZZARRO et al., 2012). 

Embora a IL-6 possa induzir a expressão de AnxA1 (D’AQUISTO, PERRETTI, 
FLOWER, 2008), por sua vez, a AnxA1 também pode reduzir a  expressão de TNF-α 
e IL-6 (JIA et al., 2013), o que explica a modulação dessa citocina durante o 
processo de reparo, principalmente aos 7 dias da injúria e no grupo tratado com 
SDP 1%. Ainda, nas nossas o observações, constatamos aumento dos níveis da IL-
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10 nas fases aguda e de proliferação celular, coincidindo com as fases nas quais a 
proteína AnxA1 também foi bastante expressa nas lesões. Ferlazzo e colaboradores 
(2003) observaram que, em cultivo de macrófagos com lipopolissacarídeo (LPS), o 
tratamento com o peptídeo mimético da AnxA1, induziu liberação de IL-10 de modo 
dose dependente, evidenciando que, parte da mediação anti-inflamatória da AnxA1 
é devida ao estímulo da expressão de IL-10. Sendo assim, nossos resultados 
sugerem que a proteína AnxA1 e a IL-10 atuam em conjunto no processo de 
cicatrização das queimaduras. 

Aos 14 dias do processo, após reepitelização completa da lesão e no início da 
fase de proliferação da MEC, ocorreu diminuição da imunorreatividade da AnxA1 em 
ambos os grupos. Na fase seguinte, no dia 21, observamos a imunomarcação mais 
forte da AnxA1 nos grupos tratados com SDP 1%, tanto na epiderme como na 
derme, especialmente em regiões epiteliais, próximas à neogênese dos folículos 
pilosos e glândulas anexas. A presença da AnxA1 no ducto de glândulas 
sudoríparas detectada por hibridização in situ foi demonstrada em outra investigação 
(SATO-MATSUMURA et al., 1996). 

Além disso, diversos estudos contribuíram para o entendimento das 
propriedades antifibróticas da AnxA1 (TSAO et al., 1998; KUROSU et al., 2008; 
GUO et al., 2010; BIZZARRO et al., 2012) na matriz de diferentes órgãos, tanto por 
diminuir a inflamação e consequente desenvolvimento de fibrose (DAMAZO et al., 
2011) como por atuar diretamente no fenótipo dos fibroblastos (NEYMEYER et al.; 
TRENTIN et al., 2015).  

Em modelo de fibrose pulmonar, animais AnxA1-/- desenvolvem processo 
inflamatório mais intenso e formação de tecido fibrótico no pulmão quando 
comparados aos animais selvagens. Nesse trabalho, os animais AnxA1-/- 
apresentaram maiores dosagens de TNF-α e TGF-β1 no sangue e no lavado 
broncoalveolar e mais hidroxiprolina na análise bioquímica do tecido, evidenciando a 
importância da AnxA1 endógena para o controle do processo fibrótico (DAMAZO et 
al., 2011). O papel protetor do peptídeo Ac2-26 contra a fibrose pulmonar também 
foi observado na silicose experimental (TRENTIN et al., 2015). O tratamento com o 
peptídeo reduziu a infiltração de leucócitos, a formação de granuloma, a deposição 
de colágeno e a expressão de α-actina de músculo liso (α-SMA), marcador de 
miofibroblastos. Ainda no mesmo trabalho, os pesquisadores desenvolveram 
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cocultura de fibroblastos com o Ac2-26 e observaram redução da expressão de 
colágeno e MCP-1 de modo dose dependente.  

Recentemente, Neymeyer e colaboradores (2015), utilizando RT-qPCR, 
observaram que ratos com doença renal crônica transcrevem o triplo dos genes de 
AnxA1 e TGF-β1 do que ratos saudáveis. No mesmo trabalho, ao tratar fibroblastos 
isolados de rim com TGF-β1, houve grande aumento da expressão de α-SMA e 
Colágeno1A1, porém ao induzir a superexpressão de AnxA1 com transfecção 
plasmidial nessas células, a expressão de α-SMA e Colágeno1A1 foi reduzida, 
evidenciando, mais uma vez, a importância da proteína AnxA1 na modulação na 
atividade de fibroblastos. Desse modo, nossos resultados indicam o papel da AnxA1 
no reparo tecidual em queimaduras tanto na regeneração epitelial como na proteção 
contra formação de queloides 

De modo geral, nossos estudos revelaram que a desgranulação dos MCs nas 
fases iniciais é importante para a modulação do microambiente com a liberação das 
proteases triptase e quimase, da proteína AnxA1 e estímulo para liberação dos 
mediadores químicos, tais como TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 e MCP-1. Ainda, nossas 
análises indicam que o tratamento com a SDP 1% promove o repovoamento mais 
lento do tecido pelos MCs, controlando principalmente os MCs quimase positivos, o 
que pode exercer efeito protetor contra a formação de queloides. Além disso, nossas 
análises revelaram a maior expressão da proteína AnxA1 especialmente nos grupos 
tratados, concomitante aos processos de proliferação e diferenciação de 
queratinócitos e remodelação da derme, com possibilidade de ação antifibrótica. 

Em conjunto, nossos dados mostram a modulação do número, estado de 
ativação, maturidade e heterogeneidade dos MCs, bem como a relação dessas 
células com a expressão da AnxA1 e de mediadores pró e anti-inflamatórios durante 
o processo de reparo tecidual em modelo de queimadura de segundo grau e 
poderão auxiliar no desenvolvimento futuro de alternativas terapêuticas para o 
tratamento de lesões cutâneas. 
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VI. CONCLUSÕES 
 

Os resultados obtidos, nas condições propostas, permitem concluir que: 
 

1. Os MCs diminuem em quantidade na fase de inflamação aguda, 
aumentam na fase de proliferação celular em estado de ativação e 
aparecem inativos na fase de remodelação do tecido. Ainda, o 
tratamento com a pomada SDP 1% é capaz de impedir a proliferação de 
MCs nas fases finais do reparo da lesão. 

2. Os MCs repovoam a derme e terminam seu processo de maturação 
entre as fases de proliferação e remodelamento da lesão. 

3. Os MCTs e MCQs diminuem nas primeiras fases do processo cicatricial 
em relação à pele normal. Na fase final do processo cicatricial, o grupo 
controle apresentou grande número de MCQs, e ambos os grupos 
apresentaram poucos MCTs.  

4. Os MCs aumentam a expressão de AnxA1 na fase aguda da inflamação, 
durante o reparo da lesão. 

5. A proteína AnxA1 apresentou aumento na sua expressão nas primeiras 
fases do processo de reparo em ambos os grupos, e, no grupo tratado 
com SPD 1%, na fase de remodelação.  

6. No processo de reparo da lesão, os níveis das citocinas IL-1β e IL-10 
aumentam nas fases aguda e de proliferação celular. Enquanto, TNF-α e 
IL-6 superexpressam na fase de proliferação celular. 

7. O tratamento com SDP 1% reduziu a expressão de TNF-α em 7 dias e 
de IL-1β em 14 dias de cicatrização e, aumentou a expressão de IL-10 
em 7 dias. 

8. Os maiores níveis da quimiocina MCP-1 foram concomitantes ao 
aumento do número de macrófagos nas fases aguda e de proliferação 
celular no processo de cicatrização.  

 
Associadas, essas conclusões mostram a importância dos MCs e da AnxA1 na 

fisiologia da pele normal e durante o processo de cicatrização em queimaduras de 
segundo grau. Desse modo, os nossos resultados apontam essas células e a 
proteína como alvos promissores no manejo de lesões cutâneas por queimadura. 
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Abstract  
Mast cells (MCs) participate in all stages of skin healing and one of their mediators is the 
Annexin A1 protein (AnxA1), linked to inflammation, proliferation, migration and apoptosis 
processes, but yet not studied in thermal burns. Therefore, our objectives were to evaluate the 
behavior of MCs and AnxA1 in a second degree burn model, treated or not with silver 
sulfadiazine 1% (SDP 1%) and associated to macrophages quantification and cytokines 
dosage. MCs counts showed few cells in the early stages of repair but increased MCs in the 
final phases in the untreated group. The normal skin presented numerous MCs tryptase 
positive (MCT) that were reduced after burning in all analyzed periods. Differently, few MCs 
chymase positive (MCC) were observed in the early stages of healing, however, increased 
MCQs were found at the final phase in the untreated group. MCs also showed high 
immunoreactivity for AnxA1 on day 3 in both groups. In the tissue, there was a strong protein 
expression in the early stages of healing, but in the final phases only in the SDP treated 
animals. TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 and MCP-1 levels and macrophages quantification were 
increased in inflammation and reepithelialization phases. Reduced IL-1β, IL-6 and IL-10 
levels and numerous macrophages occurred in the treated animals during tissue repair. Our 
results indicate modulation in the profile of MCs and AnxA1expression during healing by the 
treatment with SDP 1%, pointing them as targets for therapeutic interventions on skin burns. 
 
Keywords: skin, healing, tryptase, chymase, interleukins 
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Introduction 
 
The tissue repair process in the healing of burns can be divided into phases of 

inflammation, proliferation and maturation, where each stage orchestrates the beginning of the 
next phase (1–4). The maturation phase is characterized by neogenesis of the epithelial 
appendages and the extracellular matrix (ECM) remodeling, but pathological scars may be 
formed due to excessive collagen synthesis (1).  

Among the mediators involved in inflammation there are the pro-inflammatory 
cytokines interleukin-1 beta (IL-1β), IL-6, tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and the anti-
inflammatory cytokine IL-10, which differ in their expression during wound healing (5–7). 
The initial phase also involves the release of monocytes chemoattractant protein-1 (MCP-1), 
that attracts macrophages and mast cells (MCs) (8,9). 

The MCs have important functions in the different wound repair phases (10). In the 
process of degranulation, MCs release chemotactic factors and specific proteases, such as 
tryptase and chymase, to the ECM (11–13). The variable expression of proteases has led to 
the recognition of MCs subpopulations in humans and murines (14,15). Moreover, studies 
have indicated that the granules of MC store the protein annexin A1 (AnxA1) (16,17), the first 
cloned member of the superfamily of annexins. The annexins are grouped according to their 
structural characteristics, and display a central domain consisting of four replicates of 60 to 70 
amino acids each, with affinity for Ca++ and connected to a N-terminal sequence, which 
confers specificity of action for each member of the superfamily (18). The AnxA1 protein 
presents various functions related to inflammation (19,20) growth (21), migration, cell 
proliferation and differentiation, besides membrane transport and apoptosis (20,22). However, 
there are no known reports on the expression and function of AnxA1 in the repair of burns. 

As MCs and AnxA1 have been little explored in burns, the aim of this study was to 
analyze the profile of these cells by the assessment of their number and heterogeneity for 
tryptase and chymase, and also to evaluate the expression of AnxA1 in MCs and in skin flaps 
in a second degree burn model using the silver sulfadiazine at 1% (SDP 1%), considered the 
standard treatment for partial thickness burns (23,24). The results of these analyses may be 
useful for better understanding the wound healing and afford the development of new 
therapeutic strategies for burned patients. 

 
 
 



77 
 

 

 
Materials and methods  

 
Animals  

Wistar rats (n=40) weighing approximately 250g were obtained from the Integrated 
College Padre Albino Foundation (FIPA). The animals were kept in cages in a controlled 
environment (24 to 25oC, 12h light/dark cycle) with water and food ad libitum. The 
experiments were conducted after approval and in accordance with the rules of the Ethics 
Committee for Animal Use of FIPA (Protocol 12/14). 

 
Experimental model of burn and treatment protocols 

The animals were anesthetized intraperitoneally with 0,2mL/100g of ketamine and 
0,05mL/100g of xylazine and submitted to trichotomy of the dorsal region for applying a 
metal block with dimensions of 2x2cm2, water heated to 100°C, for 10 seconds (25). 
Immediately after the trauma, the lesions were covered with gauze moistened in cold saline 
solution. The animals were given analgesic codeine (1mL/kg) immediately after the injury 
induction, by gavage, and in the next days the analgesic was offered diluted in the drinking 
water. The control of water intake and weight of the animals was daily performed. 

The topical treatments were begun 24h after the induction of burns. Control groups of 
animals (C Groups) were treated with a daily application of saline and the treated groups 
received daily administrations of SDP 1% (SDP Groups). Control and treated animals were 
euthanized by overdose of isoflurane, for removal of lesions after 3, 7, 14 and 21 days of 
injury (n=5/group). Normal skin flaps (n=5) were also taken from control animals (N Group). 

 
Quantitative analysis of cytokine levels 

Fragments from all groups were macerated in liquid nitrogen and added 650μL of a 
solution containing protease and phosphatase inhibitors (Merck, Millipore Corporation, USA) 
following the manufacturer's instructions. The material was incubated for 20 minutes at 4°C 
under constant agitation and then centrifuged at 14.000 RPM for 10 minutes at 4oC. The 
supernatants were collected and frozen at -80oC.  

TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 and MCP-1 were quantified in the supernatant using the 
MILLIPLEX MAP Kit (RECYTMAG-65K; Merck Millipore Corporation, USA) and 
analyzed on the Luminex xMAP MAGPIX device (Merck Millipore Corporation, USA). The 
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concentration of the analytes was determined by the MAGPIX xPONENT Software and 
expressed in pg/mL. 

 
Histopathological analysis and quantification of cells 

Fragments of normal skin and lesions were fixed in 4% formalin, processed for 
inclusion in paraffin and sectioned at 5μm for histopathologic, quantitative and 
immunohistochemical analysis. The repair process was evaluated histologically by 
Hematoxylin-Eosin (HE) and the organization of the collagen fibers was evidenced by 
Picrosirius Polarization method. 

MCs were stained with 0.1% toluidine blue  (TB+ MCs) and evaluated according to 
their morphological characteristics in intact or degranulated. The histamine accumulation by 
MCs was evidenced after staining with 2.5% Safranin-O (S-O+ MCs) (26). The quantification 
of MCs in the skin fragments was performed in 10 images per slide obtained by 40X objective 
in a Leica microscope (DM500). The areas of each tissue were obtained using the Leica 
Image Analysis Software. 

 
Dilutions of the primary antibodies for immunohistochemical analysis 

1. Mouse polyclonal anti-AnxA1 (1:700 for the stroma/epithelium within 
20 hours of incubation and 1:400 for MCs within 4 hours of incubation; Merck 
Millipore Corporation, USA). 

2. Mouse monoclonal anti-Chymase (1:100; Abcam, USA) and mouse 
monoclonal anti-Tryptase (1:3000; Merck Millipore Corporation, USA) within 4 hours 
of incubation. 

3. Mouse monoclonal anti-rat monocyte/macrophages (1:150, Merck 
Millipore Corporation, USA) within 4 hours of incubation. 

 
Immunohistochemical analysis 

Sections of the different samples were prepared on gelatinized slides and then 
deparaffinized, rehydrated, and after antigen retrieval (citrate buffer pH 6.0 at 96oC for 20 
minutes) and blocking of endogenous peroxidase, they were incubated in a humid chamber at 
4ºC with the primary antibody diluted in 1% BSA. After, the sections were incubated with 
secondary biotinylated antibody, revealed with DAB substrate and counterstained with 
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Hematoxylin. The negative control reaction was obtained by omitting the primary antibody. 
The analysis of AnxA1 protein expression in epithelium and stroma from skin fragments was 
performed by optical densitometry (arbitrary units from 0 to 255) by the program Leica Image 
Analysis. Densitometric analysis of AnxA1 expression in the cytoplasm of MCs was 
performed on 10 cells from each sample. The immunoreactive MCs for tryptase (MCT) or 
chymase (MCC) and macrophages were quantified as previously described. 

 
Statistical analysis 

The results were submitted previously to descriptive analysis and determination of 
normality, then compared by analysis of variance (ANOVA-two way) and Bonferroni post-
test. All values were expressed as mean ± S.E.M. and P values less than 0.05 were considered 
statistically significant. 
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Results 
 

Better healing of the second degree burn lesion after SDP 1% treatment 
The histopathological analysis confirmed the characteristics of second degree burns 

(Fig. 1a2, b2) and, together with the macroscopic analysis, showed the best evolution of the 
wounds in the SDP groups (Fig. 1f, h). During the wound healing process, after 3 days of the 
burn induction, common characteristics of the inflammation phase, as the influx of leukocytes 
and adipocytes proliferation were observed (Fig. 1a2, b2). After 7 days, a re-epithelialization 
process was verified, featuring the cellular proliferation phase (Fig. 1c2, d2), whereas 14 days 
post injury (Fig. 1e, f), the proliferation of the ECM was evident, and on day 21 (Fig. 1g, h), 
the remodeling phase was characterized with formation of epithelial appendages, epidermis 
and dermis restructuring and changes in the patterns of birefringence of collagen fibers, 
observed after polarization, indicating reorganization, especially in the skin of the animals 
treated with SDP 1% (Fig. 1h).  

 
Cytokines and macrophages are modulated during the tissue repair process 

The TNF-α quantification showed after 3 days of injury a significant increase (p<0,05) 
only in C3 group compared to N (N: 7.78 ± 2.29; C3: 52.13 ± 18.92; Fig. 2a) while on day 7, 
higher TNF-α levels were found in both groups compared to N (p<0,001) and also to previous 
phase (C7: 154.18 ± 27.14, p<0.001 vs C3; SDP7: 143.98 ± 31.91, p<0.001 vs SDP3; Fig. 
2a). 

The IL-1β dosages indicated a significant increase in both groups, on days 3 and 7 
compared to N group (N: 224.22 ± 21.21; C3: 530.64 ± 94.37; p<0.05; SDP3: 582.94 ± 
99.01; p<0.01; C7: 641.79 ± 122.76; p<0.01; SDP7: 684.68 ± 140.04; p<0.001; Fig. 2b). 
Interestingly, in the next period, there was higher amount of this cytokine in the C14 group in 
relation to N (p<0.001) and reduction of these levels in SDP14 group compared to the 
previous phase (p<0.05) and the control group (C14: 901.29 ± 70.61; SDP14: 314.39 ± 79.83, 
p<0.001 vs C14; Fig 2b).  

Regarding the IL-6, overexpression (p<0.001) of this cytokine was observed in the 
lesions collected on day 7 compared to N (N: 0.49 ± 0.02; C7: 9192.64 ± 2743.42; SDP7: 
5100.97 ± 1600.30; Fig. 2c), with lower dosage in SDP7 (p<0.001) compared to C7 group. 

 The quantification of IL-10 showed higher levels in the inflammation (N: 15.67 ± 
12.76, C3: 157.19 ± 21.29, p<0.05; SDP3: 262.90 ± 68.59; p<0.001; Fig. 2d) and cell 
proliferation phases (C7: 347.06 ± 63.59; p<0.001; SDP7: 202.02 ± 66.58; p<0.01; Fig. 2d), 
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in relation to N. Again, the treatment with SDP 1% reduced the cytokine levels on day 7 
compared to control (p<0.01). 

Finally, the dosages of the MCP-1 chemokine showed elevated levels (p<0.001) on 
days 3 and 7 of the healing process in relation to N (N: 100.27 ± 50.95; C3: 6525.44 ± 
1569.07; SDP3: 8051.84 ± 1520.58; C7: 6774.98 ± 467.06; SDP7: 6796.24 ± 845.05; Fig. 2e). 
Similarly, in the quantification of macrophages (Fig. 2g), there was an increase (p<0.001) in 
the number of these cells in both groups 3 days after the injury compared to N (N: 16.15 ± 
4.43; C3: 60 ± 19.41; SDP3: 75 ± 22.68; Fig. 2f). However, in the next phase, only the SDP7 
group numerous macrophages compared to N (SDP7 70 ± 5.77; p<0.001; Fig. 2f). 

 
Treatment with SDP 1% modulates the number and morphology of the MCs 

Quantification of MCs showed a large number of intact cells in N (N: 74.91 ± 5.84; Fig. 
3a, g). On days 3 and 7,  in both groups, there was a significant decrease in the total number 
of MCs compared to N (C3: 30.94 ± 4.89; SDP3: 18.28 ± 3.08; p<0.001: 80.01 ± 6.01; C7: 
18.51 ± 8.12; SDP7: 39.55 ± 13.29 p<0.01; Fig. 3b, c, g). In the SDP group, the MCs were 
observed mostly degranulated 7 days post injury (SDP7: 32.73 ± 22.55, p<0.05 vs N: 5.09 ± 
1.97; Fig. 3h). 

In the final phases of repair, the amount of MCs increased only in C group. These cells 
were observed, mostly degranulated 14 days post injury (C14: 59.88 ± 12.87 p<0.05 vs 
SDP14: 38.31 ± 9.55; Fig. 3d, h), but intact after 21 days (C21: 53.75 ± 6.81 p<0.001 vs 
SDP21: 15.66 ± 5.66; Fig. 3f, h). 

 
Histamine storage by mast cells during healing 

After observing the modulation promoted by SDP 1% in MCs, we analyzed the 
histamine accumulation in the citoplasmatic granules of MCs, during the tissue repair  by 
reaction to S-O (Fig. 3j) (26). Then, the quantification of the TB+ MCs was compared to the 
MCs S-O+ (Fig. 3i).  

Numerous S-O+ MCs were observed in N (S-O+: 70 ± 7.01; Fig. 3i). In the lesions, it 
occurred a marked difference between TB+ MCs and S-O+ MCs on day 7 only in the SDP 
group (SDP7 TB+: 39.55 ± 29.73 p<0.01 vs SDP7 S-O+: 3.94 ± 1.28; Fig. 3i) and on day 14 
in both groups (C14 TB+: 76 ± 13.14 p<0.01 vs C14 S-O+: 42.17 ± 10.51; SDP14 TB+: 41.9 
± 11.01 p<0.05 vs SDP14 S-O+: 20.83 ± 5; Fig. 3i), matching the periods in which the MCs 
showed up mostly degranulated, that indicates low accumulation of histamine by MCs, in 
these periods. 
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Treatment with the SDP 1% influences the heterogeneity of MCs 

To analyze the heterogeneity of MCs during the healing process these cells were 
quantified after immunohistochemistry for the tryptase (MCT; Fig. 2k) and chymase (MCC; 
Fig. 2l). In the N group, the MCs were mostly tryptase + (MCT: 33.3 ± 4.79; Fig. 3m MCC: 
18.7 ± 2.1; Fig. 3n).  

At all stages of tissue repair it was observed reduction of MCTs in both groups 
compared to N, with greater differences (p<0.001) in the early stages (C3: 8.5 ± 2.57; SDP3: 
1.5 ± 0.61; C7: 15 ± 5.68; SDP7: 2.5 ± 1.93; Fig 3m) than the final stages of repair (C14: 
18.65 ± 7.81; p<0.05 vs N; SDP14: 10.5 ± 4.56; p<0.01 vs N; C21: 18.75 ± 9.60; p<0,05 vs 
N; SDP21: 13.12 ± 2.77; p<0.01 vs N; Fig 3m). 

On day 3 of the healing, there was a reduction in the number of MCCs (p<0.001), 
compared to N group (C3: 4 ± 1.27; SDP3: 0.87 ± 0.52; Fig. 3n), but after 7 days of injury the 
amount of MCCs was reduced (p<0.05) only in SDP7 compared to N group (C7: 12.5 ± 4.67; 
SDP7: 2.8 ± 1.64; Fig. 3n). On day 14, the treated group showed fewer MCCs (p<0.01) 
compared to C14 (C14: 24.75 ± 5.37; SDP14: 5 ± 2.23; Fig. 3n). Finally, after 21 days of burn 
lesion, increased MCCs were found in C21 group in relation to the other groups (C21: 60 ± 
21.21, p<0.001 vs N and p<0.01 vs C14; SDP21: 18.75 ± 5.90, p<0.001 vs C21; Fig. 3n). 

 
The expression of AnxA1 in the cytoplasm of MCs, epidermis and dermis varies during 
the wound healing 

In the cytoplasm of MCs it was observed reactivity for the AnxA1 protein (Fig. 4l and 
4m). The densitometric analysis showed increased immunostaining for AnxA1 (p<0.001) in 
the phase of inflammation, in C3 and SDP3 groups, compared to the others (Fig. 4k). The 
specificity of the immunolabeling was checked by control of the reaction and the 
counterstaining with TB in serial sections. 

In the tissues, there was reduced AnxA1 protein expression in the normal skin (Fig. 4g, 
i, j). After burn, on day 3 (Fig. 4a, b), the expression of AnxA1 was increased (p<0.001) in 
both groups in the epithelium (Fig. 4i) and stroma (Fig. 4j) compared to N, especially in the 
C3 group (p<0.05; Fig. 4i, j). 

On day 7, the AnxA1 expression remained increased with respect to N (Fig. 4c, d), in 
regions of reepithelization (C7: p<0.05; SDP7: p<0.001; Fig. 4i) and in the dermis (p<0.001; 
Fig 4j). However, the SDP7 group showed higher immunostaining for AnxA1 compared to 
C7 group (p<0.05; Fig. 4i, 4j).  
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After 14 days of injury the immunoreaction for AnxA1 was high only in the epithelium 
in C (p<0.01) and SDP groups (p<0.05) compared to N (Fig. 4i). Thereafter, further increase 
of the protein expression occurred in SDP21 group (Fig. 4f) compared to N and C21 groups 
(Fig. 4e) in the dermis (SDP21: p<0.001 vs N; p<0.05 vs C21; Fig. 4j) and epidermis 
(p<0.001 vs N and C21; Fig 4i) especially observed near the epithelial appendages 
development. 
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Discussion 
 
Histopathological findings confirmed the depth of the injury as a superficial second 

degree burn (25) and also the best regeneration in the treated group (23,27). Furthermore, at 
21 days of the repair process, the analysis of the lesions showed formation of epithelial 
appendages, especially in the SDP group. The appendages are functional parts of the skin, 
therefore a fast regeneration is important to the restoration of normal anatomy, structure and 
function (4).  

Next, knowing the importance of the inflammatory mediators, levels of TNF-α, IL-1β, 
IL-6, IL-10 and MCP-1 were quantified in the supernatant of the macerated fragments. On 
days 3 and 7, the dosages of IL-1β, IL-10 and MCP-1 were increased compared to normal 
skin. Differently, the higher levels of IL-6 were observed only 7 days post injury. While the 
TNF-α dosages were elevated in both burned groups on day 7 but on day 3 only in the control 
group. Increased levels of IL-1β were also found in the control group 14 days after injury. The 
results of our measurements are consistent with other studies in skin burns (5–9,28).   

The pro-inflammatory cytokines TNF-α, IL-1β and IL-6 and the chemokine MCP-1 are 
important for leukocyte recruitment and re-epithelialization (8), nevertheless the prolonged 
inflammation can be harmful (23). However, our evaluations showed that the treatment with 
SDP 1% decreased levels of IL-6 and IL-1β and increased the dosage of MCP-1 on day 7. 
Besides, the macrophage quantification followed the cytokines levels. In an in vitro study, the 
dosage of MCP-1 was decreased in fibroblasts derived from keloids, emphasizing the 
protective role of MCP-1 in the healing process (29). This chemokine is released primarily by 
keratinocytes near the injury and recruit monocytes, macrophages, lymphocytes and also MCs 
(8,9).  

After verifying that the model used in this study was suitable for the induction of second 
degree burns, we proceed to the analysis of MCs. The MCs were observed in large quantities 
and mainly intact in the dermis of the normal skin, with a significant reduction of total 
number on days 3 and 7 after injury, as in other investigations (3,12,30). In addition, mice 
deficient in MCs presented an impaired skin wound closure, indicating the importance of the 
mediators of these cells to this process (31).  

Later, in the following phases, there was an increase of MCs number in the untreated 
group, as also observed in other studies (12,30). The MCs were found especially degranulated 
on day 14, but intact 21 days after injury in the control group. The reduction of these cells in 
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the treated group may be related to the leukopenic property of SDP, due to cytotoxicity 
promoted by the drug components to stem cells from bone marrow (23,32).    

Several in vivo and in vitro studies have linked the heightened presence of MCs with 
the proliferation of fibroblasts and formation of keloids (33–37). Thus, the control of MCs 
proliferation in the repair of the skin lesion is an important therapeutic strategy in the 
treatment of burn patients. Still, in the later stages of healing, it was observed decrease in the 
number of macrophages and increased in the number of MCs (3), characteristics which were 
also observed in our cell quantifications.  

With that in mind, following the investigation, we studied the histamine accumulation 
and heterogeneity of MCs. The process of histamine accumulation was verified by S-O+ 
MCs, comparing these cells to TB+ MCs. Our results showed differences in the number of 
MCs TB+ and S-O+ in the same periods in which these cells were found to be active, 
corroborating that the MCs were still releasing the content of their granules in these periods. 

Regarding the heterogeneity of MCs for tryptase and chymase, after 3 days of burn, 
decreased immunoreactive cells were observed for both proteases. The reduction in the 
number of MCTs remained in all examined periods of wound healing. These results are in 
agreement to another study (38) that showed the reduction of MCTs and MCCs in human skin 
recent wounds. The same study found increased tryptase activity in older scars when 
compared to normal human skin. In addition, tryptase is considered a biomarker for 
mastocytosis (39). Given the MCCs, our analysis showed reduced cells in the initial phases, 
but numerous MCCs were observed in the lesions from day 14. In the lesions of the untreated 
groups the increased MCCs in the late phases of repair matches with the elevated IL-1β levels 
found in our quantifications and are in line with studies that indicate the involvement of 
chymase in the cleavage of pro-IL-1β to IL-1β, activating it (40). Furthermore, these results 
indicate the relation between the MC histamine storage and chymase accumulation and are in 
agreement with a study that demonstrated the importance of histamine to the maturation of 
MCs and accumulation of proteases (26). Additionally, other in vitro study demonstrated that 
during MC maturation process, the chymase is expressed by most cells and in larger 
quantities than tryptase (41), indicating again that, in our model, these cells are in the process 
of infiltration and maturation in the newly regenerated tissue. 

Besides that, several studies associate the chymase to the formation of fibrosis and 
keloids (10,34,35,42,43). While other investigations indicate that both tryptase and chymase 
are important for collagen degradation (13,31,38,44). Thus, our results reinforce that the 
heterogeneity of MCs, in different periods and in response to treatment with SDP 1%, is 
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related to their function in the cellular microenvironment, indicating that the MCs actively 
participate in the remodeling phase of the repair process.  

Continuing our study, we evaluated the expression of AnxA1 in the MCs cytoplasm, 
during tissue healing and normal skin. Our evaluations, showed strong MC immunoreactivity 
for the protein, mainly in the inflammatory phase, on day 3, in both groups. These results are 
in accordance to different investigations that also showed the presence of AnxA1 in the 
granules of MCs (16–18,45) with increased synthesis during the inflammatory processes (45). 

In the tissue evaluations, a weak immunostaining was found in normal skin, in 
accordance with previous studies (46,47). However, an increased AnxA1 expression was 
observed in both groups on 3 and 7 days after injury. These results relate the expression of 
AnxA1 to the inflammatory process corroborating with other researches in different models of 
inflammation (19,48) and are also in agreement with studies that have shown the participation 
of AnxA1 in the process of cellular proliferation (20). Studies have indicated the importance 
of AnxA1 to the closure of intestinal epithelium lesions (49,50), migration and proliferation 
of endothelial cells (21), differentiation of keratinocytes (46) and their stratification and 
keratinization (51) and also in the motility of fibroblasts (52).  

In the remodeling phase, on day 21, higher immunostaining for AnxA1 was observed in 
the SDP group, both in the stroma and epithelial regions, especially close to the neogenesis of 
hair follicles and glands. The presence of AnxA1 was detected in the duct of sweat glands, 
demonstrated by in situ hybridization, in another research (47). In addition, studies have 
contributed to the understanding of the AnxA1 antifibrotic properties in the matrix of different 
organs, by decreasing inflammation and subsequent development of fibrosis (53) or by acting 
directly on the phenotype of fibroblasts (54,55). Therefore, our results indicate the role of 
AnxA1 in tissue repair in burns both in epithelial regeneration as in the protection against 
keloid formation.  

Moreover, IL-6 and TNF-α can be linked to AnxA1 expression (22). Although IL-6 can 
induce the expression of AnxA1 (18), in turn, the AnxA1 can equally reduce TNF-α and IL-6 
expressions (56), which explains the modulation of these cytokines during the repair process 
afetr 7 days of injury and in the SDP group, when the AnxA1 expression was increased. Our 
observations also indicated increase in IL-10 levels in the phases of inflammation and cell 
proliferation, that is again coincident with the phases in which the AnxA1 protein expression 
is higher in the lesions. While pro-inflammatory cytokines perpetuate inflammation, other 
mechanisms operate to regulate this activity, such as IL-10 (8), and AnxA1 protein (20,22). 



87 
 

 

Thus, our results suggest that AnxA1 protein and IL-10 act together in the burn healing 
process. 

In general, our investigation revealed that degranulation of MCs in the early phases of 
wound healing is important for modulation of the microenvironment with the secretion of 
proteases and the AnxA1 protein, which may stimulate the release of chemical mediators such 
as TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 and MCP-1. Furthermore, our analysis showed that treatment 
with SDP 1% promotes slower repopulation of the tissue by MCs, controlling mainly MCCs, 
which may exert a protective effect against the formation of keloids. In addition, our studies 
revealed increased expression of the protein AnxA1 especially in the treated group, 
concomitant to keratinocytes proliferation and differentiation and also stromal remodeling, 
with the possibility of anti-fibrotic action.  

All together, our data show modulation in the number, degranulation state, maturity and 
heterogeneity of MCs, and the relation of these cells with the AnxA1 and cytokines 
expression during the tissue repair process in a model of second degree burn. Thereby, MCs 
and AnxA1 can be considered as targets for the development of new strategies in the healing 
of burned patients.   

 
Acknowledgments 

To UNESP, FIPA, FAPESP (Process 2015/03359-5) and CNPq for structural and 
financial supports. 

 
Conflicts of interest  

None 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 



88 
 

 

References 
1.  Stroncek JD, Reichert WM. Overview of Wound Healing in Different Tissue Types. 
Indwelling Neural Implant Strateg Contend with Vivo Environ. 2007;3–33.  
2.  Gurtner GC, Werner S, Barrandon Y, Longaker MT. Wound repair and regeneration. 
Nature. 2008;453(7193):314–21.  
3.  Ehrlich HP. A Snapshot of Direct Cell-Cell Communications in Wound Healing and 
Scarring. Adv wound care. 2013;2(4):113–21.  
4.  Takeo M, Lee W, Ito W. Wound Healing and Skin Regeneration. Cold Spring Harb 
Perspect Med. 2015;5(1).  
5.  Kubo H, Hayashi T, Ago K, Ago M, Kanekura T, Ogata M. Temporal expression of 
wound healing-related genes in skin burn injury. Leg Med. Elsevier Ireland Ltd; 
2014;16(1):8–13.  
6.  Oppeltz RF, Rani M, Zhang Q, Schwacha MG. Gamma delta (γδ) T-cells are critical 
in the up-regulation of inducible nitric oxide synthase at the burn wound site. Cytokine. 
Elsevier Ltd; 2012;60(2):528–34.  
7.  Gauglitz GG, Song J, Herndon DN, Finnerty CC, Boehning D, Barral JM, et al. 
Characterization of the Inflammatory Response During Acute and Post-Acute Phases After 
Severe Burn. Shock. 2008;30(5):503–7.  
8.  Gillitzer R, Goebeler M. Chemokines in cutaneous wound healing. J Leukoc Biol. 
2001;69(4):513–21.  
9.  Barrientos S, Stojadinovic O, Golinko MS, Brem H, Tomic-Canic M. PERSPECTIVE 
ARTICLE: Growth factors and cytokines in wound healing. Wound Repair Regen. 
2008;16(5):585–601.  
10.  Dong X, Geng Z, Zhao Y, Chen J, Cen Y. Involvement of mast cell chymase in burn 
wound healing in hamsters. Exp Ther Med. 2013;5(2):643–7.  
11.  Douaiher J, Succar J, Lancerotto L, Gurish MF, Orgill DP, Hamilton MJ, et al. 
Development of mast cells and importance of their tryptase and chymase serine proteases in 
inflammation and wound healing. Adv Immunol. 2014 Jan [cited 2016 Jan 20];122:211–52.  
12.  Nishikori Y, Kakizoe E, Kobayashi Y, Shimoura K, Okunishi H, Dekio S. Skin mast 
cell promotion of matrix remodeling in burn wound healing in mice: relevance of chymase. 
Arch Dermatol Res. 1998;290(10):553–60.  
13.  Wernersson S, Pejler G. Mast cell secretory granules: armed for battle. Nat Rev 
Immunol. Nature Publishing Group; 2014;14(7):478–94.  
14.  Bischoff SC. Role of mast cells in allergic and non-allergic immune responses: 



89 
 

 

comparison of human and murine data. Nat Rev Immunol. 2007;7(2):93–104.  
15.  Welle M. Development, significance, and heterogeneity of mast cells with particular 
regard to the mast cell-specific proteases chymase and tryptase. J Leukoc Biol. 
1997;61(March):233–45.  
16.  Oliani SM, Christian HC, Manston J, Flower RJ, Perretti M. An immunocytochemical 
and in situ hybridization analysis of annexin 1 expression in rat mast cells: modulation by 
inflammation and dexamethasone. Lab Invest. 2000 Sep [cited 2016 Jan 20];80(9):1429–38.  
17.  Paula R, Oliani AH, Vaz-Oliani DCM, D’Ávila SCGP, Oliani SM, Gil CD. The 
intricate role of mast cell proteases and the annexin A1-FPR1 system in abdominal wall 
endometriosis. J Mol Histol. 2015;46(1):33–43.  
18.  D’Acquisto F, Perretti M, Flower RJ. Annexin-A1: a pivotal regulator of the innate 
and adaptive immune systems. Br J Pharmacol. 2008;155(2):152–69.  
19.  Girol AP, Mimura KKO, Drewes CC, Bolonheis SM, Solito E, Farsky SHP, et al. 
Anti-inflammatory mechanisms of the annexin A1 protein and its mimetic peptide Ac2-26 in 
models of ocular inflammation in vivo and in vitro. J Immunol. 2013;190(11):5689–701.  
20.  Lim LHK, Pervaiz S. Annexin 1: the new face of an old molecule. FASEB J. 
2007;21(4):968–75.  
21.  Côté MC, Lavoie JR, Houle F, Poirier A, Rousseau S, Huot J. Regulation of vascular 
endothelial growth factor-induced endothelial cell migration by LIM kinase 1-mediated 
phosphorylation of annexin 1. J Biol Chem. 2010 Mar 12 [cited 2016 Jan 20];285(11):8013–
21.  
22.  Gavins FNE, Hickey MJ. Annexin A1 and the regulation of innate and adaptive 
immunity. Front Immunol. 2012;3(NOV):1–11.  
23.  Atiyeh BS, Costagliola M, Hayek SN, Dibo S a. Effect of silver on burn wound 
infection control and healing: Review of the literature. Burns. 2007;33(2):139–48.  
24.  Marx DE, Barillo DJ. Silver in medicine: The basic science. Burns [Internet]. Elsevier 
Ltd and International Society of Burns Injuries; 2014;40:S9–18.  
25.  Meyerholz DK, Piester TL, Sokolich JC, Zamba GKD, Light TD, David K. 
Meyerholz*, Travis L. Piester, Julio C. Sokolich GKDZ and. Morphological parameters for 
assessment of burn severity in an acute burn injury rat model. Int J Exp Path (2009), 90. 
2009;90(1):26–33.  
26.  Nakazawa S, Sakanaka M, Furuta K, Natsuhara M, Takano H, Tsuchiya S, et al. 
Histamine synthesis is required for granule maturation in murine mast cells. Eur J Immunol. 
2014;44(1):204–14.  



90 
 

 

27.  Bayat M, Vasheghani MM, Razavi N, Taheri S, Rakhshan M. Effect of low-level laser 
therapy on the healing of second-degree burns in rats: A histological and microbiological 
study. J Photochem Photobiol B Biol. 2005;78(2):171–7.  
28.  Babcock GF, Hernandez L, Yadav E, Schwemberger S, Dugan A. The burn wound 
inflammatory response is influenced by midazolam. Inflammation. 2012;35(1):259–70.  
29.  Yeh F-L, Shen H-D, Tai H-Y. Decreased production of MCP-1 and MMP-2 by keloid-
derived fibroblasts. Burns. 2009;35(3):348–51.  
30.  Bayat M, Vasheghani MM, Razavie N, Jalili MR. Effects of low-level laser therapy on 
mast cell number and degranulation in third-degree burns of rats. J Rehabil Res Dev. 
2008;45(6):931–8.  
31.  Weller K, Foitzik K, Paus R, Syska W, Maurer M. Mast cells are required for normal 
healing of skin wounds in mice. FASEB J. 2006;20(13):2366–8.  
32.  Gamelli RL, Paxton TP, O’Reilly M. Bone marrow toxicity by silver sulfadiazine. 
Surg Gynecol Obstet. 1993 Aug [cited 2016 Jan 20];177(2):115–20.  
33.  Levi-Schaffer F, Rubinchik E. Activated mast cells are fibrogenic for 3T3 fibroblasts. 
J Invest Dermatol. 1995 Jun [cited 2016 Jan 20];104(6):999–1003.  
34.  Dong X, Zhang C, Ma S, Wen H. High concentrations of mast cell chymase facilitate 
the transduction of the transforming growth factor-β1/Smads signaling pathway in skin 
fibroblasts. Exp Ther Med. 2015;955–60. A 
35.  Dong X, Zhang C, Ma S, Wen H. Mast cell chymase in keloid induces profibrotic 
response via transforming growth factor-β1/Smad activation in keloid fibroblasts. Int J Clin 
Exp Pathol. 2014;7(7):3596–607.  
36.  Harunari N, Zhu KQ, Armendariz RT, Deubner H, Muangman P, Carrougher GJ, et al. 
Histology of the thick scar on the female, red Duroc pig: final similarities to human 
hypertrophic scar. Burns. 2006;32(6):669–77.  
37.  Huttunen M, Aalto ML, Harvima RJ, Horsmanheimo M, Harvima IT. Alterations in 
mast cells showing tryptase and chymase activity in epithelializating and chronic wounds. 
Exp Dermatol. 2000;9(4):258–65.  
38.  Hermes B, Feldmann-Böddeker I, Welker P, Algermissen B, Steckelings MU, Grabbe 
J, et al. Altered expression of mast cell chymase and tryptase and of c-Kit in human cutaneous 
scar tissue. J Invest Dermatol. 2000;114(1):51–5.  
39.  Pejler G, Rönnberg E, Waern I, Wernersson S, Dc W, Ro E. Mast cell proteases : 
multifaceted regulators of inflammatory disease Review article Mast cell proteases : 
multifaceted regulators of inflammatory disease. 2011;115(June):4981–90.  



91 
 

 

40.  Gabay C, Lamacchia C, Palmer G. IL-1 pathways in inflammation and human 
diseases. Nat Rev Rheumatol. Nature Publishing Group; 2010;6(4):232–41.  
41.  Ma F, Kambe N, Wang D, Shinoda G, Fujino H, Umeda K, et al. Direct development 
of functionally mature tryptase/chymase double-positive connective tissue-type mast cells 
from primate embryonic stem cells. Stem Cells. 2008;26(3):706–14.  
42.  Artuc M, Steckelings UM, Grützkau A, Smorodchenko  a, Henz BM. A long-term 
coculture model for the study of mast cell-keratinocyte interactions. J Invest Dermatol. 
2002;119(2):411–5.  
43.  Dong X, Chen J, Zhang Y, Cen Y. Mast cell chymase promotes cell proliferation and 
expression of certain cytokines in a dose-dependent manner. Mol Med Rep. 2012;5(6):1487–
90.  
44.  Saarinen J, Kalkkinen N, Welgus HG, Kovanen PT. Activation of human interstitial 
procollagenase through direct cleavage of the Leu83-Thr84 bond by mast cell chymase. J Biol 
Chem. 1994;269(27):18134–40.  
45.  Kamal AM, Flower RJ, Perretti M. An overview of the effects of annexin 1 on cells 
involved in the inflammatory process. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2005;100(SUPPL. 1):39–48.  
46.  Bastian BC, van der Piepen U, Römisch J, Pâques EP, Bröcker EB. Localization of 
annexins in normal and diseased human skin. J Dermatol Sci. 1993;6(3):225–34.  
47.  Sato-Matsumura KC, Koizumi H, Matsumura T, Ohkawara A, Takasu T, Furuta Y, et 
al. Localization of annexin I (lipocortin I, p35) mRNA in normal and diseased human skin by 
in situ hybridization. ArchDermatolRes. 1996;288(0340-3696 (Print)):565–9.  
48.  Patel N. Fat Injection in Severe Burn Outcomes: A New Perspective of Scar 
Remodeling and Reduction. Aesthetic Plast Surg. 2008;32(3):470–2.  
49.  Leoni G, Alam A, Neumann P, Lambeth JD, Cheng G, Mccoy J, et al. Orchestrate 
Epithelial Repair. 2013;123(1).  
50.  Leoni G, Neumann P, Kamaly N, Quiros M, Nishio H, Jones HR, et al. Annexin A1 – 
containing extracellular vesicles and polymeric nanoparticles promote epithelial wound 
repair. 2015;125(10):1–13.  
51.  Matsumura KCST, Nakamura H, Sawa H. Membrane expression of annexin I is 
enhanced by calcium and TPA in cultured human keratinocytes. 2000;496–9.  
52.  Bizzarro V, Fontanella B, Carratù A, Belvedere R, Marfella R, Parente L, et al. 
Annexin A1 N-Terminal Derived Peptide Ac2-26 Stimulates Fibroblast Migration in High 
Glucose Conditions. PLoS One. 2012;7(9):1–9.  
53.  Damazo AS, Sampaio AL, Nakata CM, Flower RJ, Perretti M, Oliani SM. 



92 
 

 

Endogenous annexin A1 counter-regulates bleomycin-induced lung fibrosis. BMC Immunol. 
BioMed Central Ltd; 2011;12(1):59.  
54.  Trentin PG, T Ferreira TP, Arantes  a CS, Ciambarella BT, Cordeiro RSB, Flower RJ, 
et al. Annexin A1-mimetic peptide controls the inflammatory and fibrotic effects of silica 
particles in mice. Br J Pharmacol. 2015;n/a – n/a.  
55.  Neymeyer H, Labes R, Reverte V, Saez F, Stroh T, Dathe C, et al. Activation of 
annexin A1 signalling in renal fibroblasts exerts antifibrotic effects. Acta Physiol. 
2015;215(3):144–58.  
56.  Jia Y, Morand EF, Song W, Cheng Q, Stewart A, Yang YH. Regulation of lung 
fibroblast activation by annexin A1. J Cell Physiol. 2013;228(July):476–84.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



93 
 

 

Figure Legends  
 
Figure 1. 
Macroscopic and histopathologic analysis of the healing process in a second degree 
burn. (a) C3 and (b) SDP3, inflammation phases, with leukocytes influx and presence of 
adipocytes in both groups. (c) C7 and (d) SDP7, proliferation phase with re-epithelialization 
(arrows). Up to 7 days weakly stained collagen fibers (a3, b3, c3 and d3) and low birefringent 
after polarization (a4, b4, c4 and d4) in the dermis of both groups. (e) C14 and (f) SDP14, 
complete re-epithelialization and fast healing in SDP 1% group (e1 and f1). Dermis and 
hypodermis (e2, f2 - arrows) are better organized and collagen fibers more strongly stained in 
the group treated with  SDP 1%  (e3, f3). (g) C21 and (h) SDP21, remodeling phase, the 
epithelial attachments (g1, h1, g2, h2 - arrows) may be observed in larger amount and with 
increased birefringence under polarized light in the groups treated with SDP 1% (g4 and h4). 
Normal Skin (i). (a1, b1, c1, d1, e1, f1, g1, h1 and i1) Macroscopic analisys. (a2, b2, c2, d2, 
e2, f2, g2, h2 and i2) Staining: HE. Bars 500 µm. Picrossirius staining without (a3, b3, c3, d3, 
e3, f3, g3, h3 and i3) and after (a4, b4, c4, d4, e4, f4, g4, h4 and i4) polarization. Bars 200μm. 
 
 
 
 
Figure 2. 
Cytokines and macrophages in wound healing in a second degree burn. (a) TNF-α: high 
dosages in C3 and in both groups after 7 days. (b) IL-1β: high levels in both groups on days 3 
and 7 and also in C14. (c) IL-6: overexpression on day 7, especially in the control group. (d) 
IL-10: Increased levels on days 3 and 7. (e) MCP-1: overexpression on days 3 and 7. (f) 
Macrophages: numerous macrophages on day 3 and SDP7. (g): Macrophage. Counter-
staining: Hematoxilin. Bar 2μm. Values are presented as mean ± S.E.M. (n=5/group). * 
p<0.05 vs Normal Skin (N). 
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Figure 3. 
Morphology of MCs in burn healing process: (a) MCs (arrows), most intact in Normal Skin 
(N). (b) C3 and (c) SDP3 with few MCs and mostly degranulated. (d) C14 (e) SDP14, MCs 
degranulated, mainly in control group. (f) C21, numerous intact MCs. Details of intact (a and 
f) and degranulated MCs (b and c). Staining: Toluidine Blue. Bars 50 µm. Quantification of 
MCs: (g) numerous intact MCs in N and C21 and (h) degranulated MCs in SDP7 and in both 
groups on day 14. (i) Differences between quantification of MCs evidenced by Toluidine 
blue or Safranin-O, with few MCs S-O+ (MCs histamine storage) in SDP7, C14 and SDP14 
compared to the MC TB+ (total MCs in the tissue). (j) MC stained with Safranin-O (MC S-
O+); (k) reactive MC for tryptase (MCT) and (l) chymase (MCC); Bars 50 µm. 
Heterogeneity of MCs, showing many MCTs (m) in N and numerous MCCs (n) in C21. 
Values are presented as mean ± S.E.M. (n=5/group). * p<0.05 vs N and γ p<0.001 vs C14.  
 
 
 
Figure 4. 
AnxA1 expression in the second degree burn healing process. (a) C3 and (b) SDP3, 
increased expression of the protein in the inflammation phase, 3 days post injury, in the 
surface epithelium (arrows) and dermis. (c) C7 and (d) SDP7, increased expression in the 
stroma and epithelium (arrows), 7 days post injury. (e) C21 and (f) SDP21 higher expression 
of AnxA1 in the group treated with SDP 1%, surface epithelium (arrows). (g) Low expression 
of AnxA1 in normal skin. (i) No immunoreactivity in the reaction control. Counter-staining: 
hematoxylin. Bars 50µm. Optical densitometry of immunostained AnxA1 in (i) Epithelium 
and (j) Stroma. (k) Densitometric analysis of AnxA1 in the cytoplasm of MCs. Values are 
presented as mean ± S.E.M. (n=5/group). Values p<0.05 vs Normal Skin (N). (l) strongly 
AnxA1 immunoreactive MC in the inflammatory phase. (m) weakly AnxA1 immunoreactive 
MC, remodeling phase. Bars 20 µm. (n) MC immunoreactive for AnxA1 and (o) the same cell 
in serial seccion with counterstaining of hematoxylin and toluidine blue, arrows indicate MCs. 
Bars 50 µm. 
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APÊNDICE B – “Lavandula officinalis and Arctium lappa in a model of second 
degree burn” 
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Abstract 
Our objective was to evaluate the phytotherapic treatment with Lavandula officinalis and 
Arctium lappa in a second degree burn model. Wistar rats were anesthetized and submitted to 
thermal burns. The lesions were treated with essential oil (EO) of L. officinalis pure or in a 
cream containing 0.5% of OE associated with 10% of A. lappa extract. Macroscopically it 
was observed more discreet edema in the groups treated with herbal medicines, but itching in 
the animals treated with pure EO. Immunohistopalogical analysis of days 3, 7, 14 and 21 
showed better reepithelialization and reappearance of attachments in treated animals. 
Increased mast cells were observed in the final stages of healing in the group treated with EO 
pure. Immunohistochemical studies showed higher expression of EGFR in all phases of 
wound healing and lower expression of MMP2 and MMP9 in the initial stages in the herbal 
medicines treated animals compared to controls. AST serum levels were reduced in animals 
treated with the cream containing EO and A. lappa extract. Our data showed better healing in 
animals treated with OE of L. officinalis pure and especially in association with A. lappa 
extract, pointing these phytotherapics as strategies for the skin burns treatment. 

 
Keywords: Burn, healing, phytotherapy, L. officinalis, A. lappa, EGFR, MMP, AST. 
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Introduction 
 
Burns are complex traumas that present high mortality rate and generate strong economic and 
psychosocial impact due to prolonged treatment, which is a major problem of national public 
health (Richardson & Mustard 2009). 
In order to restore the skin and prevent sequelae, factors such as the degree and extent of 
injury, infection, techniques and drugs available are considered in selecting the treatment of 
burns (Summer et al. 2007; Parihar et al. 2008). In this sense studies on new therapeutic 
possibilities are important, and for this purpose, easily reproducible animal models that show 
clinical and histopathological similarities with second degree burns in human were established 
to evaluate the use of therapeutic agents in the healing evolution (Meyerholz et al. 2009; 
Tavares Pereira et al. 2012) . 
 The wound healing is a highly complex process involving inflammation and 
remodeling. These events are orchestrated by different cell types and influenced by cell-cell 
and cell-matrix interactions (Evers et al. 2010).  The mast cells (MCs) have important 
functions both in the acute and remodeling phase of the wound healing after burn (Iba et al. 
2004; Dong et al. 2013; Douaiher et al. 2014; Wernersson & Pejler 2014). In the 
degranulation process, MCs release chemotactic factors, growth factors and proteases such as 
tryptases and chymases into the extracellular environment, contributing to the degradation of 
extracellular matrix (ECM), angiogenesis and tissue remodeling by selective proteolysis and 
activation of the matrix metalloproteinases (MMPs) (Barrientos et al. 2008; Pansrikaew et al. 
2010; Simionescu et al. 2013; Wernersson & Pejler 2014).  
 The proteolytic degradation of ECM, through MMPs, is one of the key factors in 
repair and remodeling in wound healing and the imbalance between the formation and 
degradation of collagen results in abnormal scars. The expression of MMP2 and MMP9 in 
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different types of cells in the wound environment is consistent with their role in the healing 
process. The MMP2, anti-inflammatory, is observed primarily in fibroblasts, related to the 
remodeling of the ECM. While the MMP9, pro-inflammatory, is secreted by keratinocytes 
and inflammatory cells and is associated with the epithelialization (Gillard et al. 2004). 
Furthermore, the expression of the epidermal growth factor (EGF) is extremely important for 
rapid wound closure and the action of this factor depends on the interaction with its receptor, 
EGFR (Barrientos et al. 2008). 
Researches on the use of medicinal plants in the treatment of different clinical conditions are 
still scarce (Knott et al. 2008; Alnamer et al. 2012), which stimulates the development of new 
research into the effectiveness of herbal medicines in the search for therapeutic alternatives in 
the burns care. 
 Various plants, as extracts, decoction or essential oils (EOs) are indicated in folk 
medicine as anti-inflammatory and cicatrising, among them the Lavandula officinalis 
(Alnamer et al. 2012) and the Arctium lappa (Sohn et al. 2011; Knott et al. 2008), including in 
the treatment of skin affections (Knott et al. 2008; Mayrand et al. 2012). In view of the great 
impact of burns on public health and the growing interest related to herbal medicines, this 
research was performed to evaluate the efficacy and safety of topical use of L. officinalis EO 
pure or associated with the A. lappa extract in a model of second degree thermal injury in rats. 
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Materials and methods 
 
Animals 
 Wistar rats weighing approximately 350g were obtained from the Padre Albino 
Integrated College (FIPA) and divided into four groups (n=5/group). The animals were kept 
in cages in a controlled environment (24 to 25oC, 12h light/dark cycle) with water and food ad 
libitum. The experiments were conducted after approval and in accordance with the rules of 
the Ethics Committee for Animal Use of FIPA (Protocol 12/14).  
 
Herbal Medicines 
The L. officinalis EO (By Samia®, São Paulo, Brazil) was used pure or associated in the 
formulation of 0,5% of L. officinalis EO plus 10% of A. lappa extract, incorporated into a 
cream base (Biocap®, Trindade, Brazil). The EO L. officinalis was evaluated for their color, 
density and evaporation residue, being within the expected.  
The A. lappa extract was obtained from 40g of dried and grinded leaves and 160 mL of 
ethanol in a Soxhlet extractor. For phytochemical analysis of the extract, tests of standard 
reaction were performed for the identification of tannins (reaction of ferric chloride, neutral 
lead acetate and copper acetate), flavonoids (Shinoda reaction, reaction of aluminum chloride, 
sodium hydroxide reaction and ferric chloride reaction) and saponins (foaming by shaking) 
(Abo-dola & Lutfi 2016), wherein the tests confirmed the presence of these actives. 
 
Burn injury model and treatment protocols 
The animals were anaesthetized intraperitoneally with 0,2mL/100g of ketamine (BioChimico, 
Itatiaia, Brazil) and 0,05 mL/100g of xylazine (Ceva Santé Animale, Paulínea, Brazil) and 
subjected to shaving the dorsal area for application of a metal block 2 cm2 for 10 seconds, 
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preheated to 100ºC with boiling water, setting the second degree burn (Meyerholz et al. 2009; 
Tavares Pereira et al. 2012). Immediately after the trauma, the lesions were covered with 
gauze moistened in cold saline solution. The animals were given analgesics codeine (1mL/kg) 
(Cristália, Itapira, Brazil) by gavage, after the induction of injury, and in the following days, 
the codeine was provided in the water (30mg/L). The control of water intake and weight of 
the animals was daily performed. 
 Topical treatment were initiated 24 hours after burns induction and were maintained 
for 30 days. Control group animals were treated with two daily applications of 0,9% saline 
and the animals of the herbal medicine treated groups received topical administrations, twice 
a day, of the EO of L. officinalis pure or a cream containing L. officinalis EO plus A. lappa 
extract. To follow the evolution of the healing process there were performed excisions of the 
lesions in the upper and lower quadrants, right and left, respectively, after 3, 7, 14 and 21 days 
of injury. 
 
Histopathological, immunohistochemical and biochemical analyzes 
Fragments of normal skin and lesions were fixed in 4% formalin, processed for inclusion in 
paraffin and sectioned at 5μm for histopathologic, quantitative and immunohistochemical 
analysis. The repair process was evaluated histologically by Hematoxylin-Eosin (HE) and 
MCs were stained with 0,1% toluidine blue and evaluated according to their morphological 
characteristics in intact or degranulated. The quantification of MCs in the skin fragments was 
performed using 10 images per slide obtained by 40X objective in a Leica microscope 
(DM500). The areas of each tissue were obtained using the Leica Image Analysis Software. 
Data were expressed as mean ± standard error mean (S.E.M.) of the number of MCs per mm2. 
The expression of EGFR, MMP2 and MMP9 were evaluated by immunohistochemistry and 
subsequent optical densitometry of the immunostaining. For this, sections of the different 
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samples were prepared on gelatinized slides, deparaffinized, rehydrated, and after antigen 
retrieval (citrate buffer pH 6.0, to 96ºC, for 10 minutes), endogenous peroxidase blockade and 
washing in PBS, the slides were incubated overnight in a humid chamber at 4°C with the 
polyclonal primaries antibodies: rabbit anti-EGFR (1:100; Abcam, Cambridge, MA, US), 
rabbit anti-MMP2 (1:100; Abcam) and rabbit anti-MMP9 (1:100; Abcam) diluted in 1% BSA. 
In the next day, the slides were incubated with biotinylated secondary antibody (kit Zymed 
Invitrogen, Carlsbad, CA, US), and then in DAB substrate (Zymed Invitrogen kit) for 
revelation. Subsequently, the sections were counterstained with hematoxylin. 
For densitometric analysis, slides of all the groups and periods were used and 10 distinct 
points of epidermis for EGFR and MMPs and also 10 points of the stroma for MMPs were 
evaluated to obtain the average related to the immunostaining intensity. The values were 
obtained as arbitrary units (0 to 255) using the Leica Image Analysis software. 
For biochemical analysis, after 30 days, the animals of the control and treated groups were 
euthanized by overdose of anesthetic. The blood was collected by cardiac puncture using 
heparinized syringes, centrifuged for 15 minutes at 3.000 RPM and the plasma was used for 
measurements of serum aspartate aminotransferase (AST) (Kit Labtest, Lagoa Santa, Brazil) 
according to the manufacturer's instructions. The dosages were compared with animals not 
subjected to burns. 
 
Statistical analysis 
Statistical analyzes were performed by ANOVA (one-way) followed by Bonferroni post-test 
and P values less than 0,05 were considered statistically significant. 
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Results 
 
The repair process evolution of thermal injuries was better in animals treated with 
herbal medicines 
Histopathological analysis confirmed the characteristics of second-degree burns (Figure 1). In 
all groups, in the acute phase of inflammation, after 3 days of burn induction (Figure 1A, F, 
K), it was observed an inflammatory influx, especially of polymorphonucleates. On day 7 
(Figure 1B, G, L), the reepithelialization and fibroblasts proliferation processes were 
observed. Whereas on days 14 (Figure 1C, H, M) and 21 (Figure 1D, I, N) post injury, the 
remodeling phase was characterized by the restructuring of the epidermis and dermis.  
Through the macroscopic analysis, it was also possible to observe better healing in groups 
treated with herbal medicines, which showed mild edema and faster falling of burned skin 
crusts, wounds closing and reappearance of attachments. However, the animals treated with 
pure L. officinalis EO exhibited itching compared to other groups (Figure 1E, J, O). 
 
Treatment with L. officinalis and A. lappa modulate the number and morphology of 
MCs  
The MCs were quantified in all groups and phases of the studied wound healing (Figure 2). 
Quantification of total MCs showed few cells in all groups on days 3 (Control, Figure 2A: 
12.2 ± 1.08; L. officinalis EO: 11.57 ± 2.27; L. officinalis and A. lappa: 5.37 ± 0.73; Figure 
2E) and 7 after injury induction (Control, Figure 2B: 17 ± 3.59; L. officinalis EO: 11.2 ± 2.98; 
L. officinalis and A. lappa, Figure 2C: 1.56 ± 1.18; Figure 2E 
Differently after 14 days of wound healing, higher number of MCs was observed (p<0.05) in 
the group treated with pure L. officinalis EO (Control: 2.5 ± 1.77; L. officinalis OE, Figure 
2D: 23.8 ± 10; L. officinalis and A. lappa: 0.75 ± 0.25; Figure 2E), and in this same period, 
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these cells were observed, mostly (p<0,01), degranulated (Control: 2.25 ± 1.77; L. officinalis 
EO: 20 ± 7.42; L. officinalis and A. lappa: 0.7 ± 0.2, Figure 2F).  
Finally, after 21 days of the tissue repair process, numerous MCs were found in the group 
treated with pure oil (Control: 10 ± 1 p<0.01 vs L. officinalis EO: 35 ± 7.2 p<0.001 vs L. 
officinalis and A. lappa: 4.83 ± 1.38, Figure 2E), showing that the treatment with pure L. 
officinalis EO, although promoting rapid reepithelialization and healing, it has also induced  
MCs proliferation. But this adverse effect was reversed when the EO was associated with A. 
lappa extract in the cream formulation. 
 
Treatment with L. officinalis EO and A. lappa extract modulates the expression of 
MMPs 
The MMP2 (Figure 3) and MMP9 (Figure 4) immunostaining was analyzed in the epidermis 
and dermis of lesions in all groups during the tissue repair process. The specificity of the 
immunostaining was confirmed by the reaction control. 
After 3 days of injury, the MMPs expressions were reduced and observed only in some 
animals that had already initiated the reepithelialization process. From day 7 of injury, the 
immunostaining was verified in all groups and the expression of MMP 9 was more intense 
than that of MMP2.  
The MMP2 expression in the epithelium was increased in the control group (Figure 3A, B, J) 
compared to groups treated with medicinal herbs on days 7 (p <0.05; Figure 3D, G, J) and 14 
(p <0.01; Figure 3E, H, J) post injury. In the stroma, the animals treated with pure L. 
officinalis EO showed greater variation in the expression of MMP2 (Figure 3K) which was 
reduced on day 7 (p <0.01) compared to control group and increased on day 14 (p <0.05) in 
relation to the group treated with the cream of L. officinalis EO associated to A. lappa extract. 
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But, in contrast, after 21 days of healing, the MMP2 expression was reduced (p <0.001) 
compared to the to control animals and cream treated group. 
The expression of MMP9 (Figure 4) was higher in the control animals in the epithelium (p 
<0.001) and stroma (p <0.05) after 14 days of lesion repair process, compared to the groups 
treated with herbal medicine. On day 21 the increase was only observed in the epithelium of 
control group (p <0.05) compared to the group treated with the cream of L. officinalis EO 
associated to A. lappa extract. 
 
Higher expression of EGFR in animals treated with herbal medicines during the wound 
healing process  
The immunostaining of EGFR was analyzed in skin lesions in all groups in the tissue repair 
process (Figure 5). The specificity of the immunostaining was confirmed by the reaction 
control (Figure 5J). 
Similar to MMPs the expression of EGFR on day 3 was reduced and only observed in some 
animals of the treated groups, but from day 7 of injury, with the evolution of the wounds 
closure, it was observed significant increase of EGFR expression in animals treated with L. 
officinalis EO pure (p<0.001) or in cream associated with A. lappa extract (p<0.05) compared 
to control animals (Figure 5A, D, G, K). The receptor immunostaining continued increased in 
herbal treated groups compared to the control in the remodeling phase, on days 14 (p<0.05; 
Figure 5E, H, K) and 21 after injury induction (L. officinalis EO: p<0.05; L. officinalis EO + 
A. lappa: both p<0.01 vs Control; Figure 5F, I, K).  
 
Treatment with L. officinalis EO and A. lappa reduces AST post burn  
The blood plasma analysis showed that in animals subjected to burn there was a significant 
increase of AST in relation to normal group. Animals treated with the cream containing L. 
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officinalis EO and A. lappa extract showed significant reductions in the levels of AST 
(p<0.05) compared to other groups subjected to burns (Figure 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



111 
 

 

Discussion 
 
Burns constitute serious public health problems and although there are different types of 
treatments for these lesions the occurrence of pathological scarring as a result of this type of 
injury is not rare (Richardson & Mustard 2009; Summer et al. 2007), which encourages the 
search for alternative therapies such as herbal medicine in the treatment of burned patients. In 
this study we evaluated the effects of L. officinalis EO pure or associated with A. lappa 
extract in cream in the repair of second burn model injury in rats.  
First, we perform the macroscopic analysis for monitoring the injuries during the wound 
healing process. Our observations showed faster healing in animals treated with herbal 
medicines when compared to controls that received topical application of saline. The results 
of macroscopic studies were corroborated by histopathological analysis and are consistent 
with data obtained in other investigations, that used different medicinal plants as treatment in 
burn models (Sakarcan et al. 2005; Chandran & Kuttan 2008). The analysis of L. angustifolia 
EO properties revealed that it has anti-inflammatory properties, reducing neutrophil adherence 
(Abe et al. 2003). However, our study also showed that treatment with L. officinalis EO pure, 
although promoted more rapid healing than the group without treatment, it also led to allergic 
reaction in the skin of animals. This adverse effect was reversed in the treatment with EO 
associated to A. lappa extract in cream. Several reactions like allergies, burning sensation and 
dermatitis have also been documented with the use of other medicinal herbs (Posadzki et al. 
2013). On our phytochemical analyzes of the A. lappa extract, it was observed the presence of 
flavonoids, tannins and saponins, substances already known for their anti-inflammatory 
properties (Abo-dola & Lutfi 2016), which may also have prevented the allergic reaction on 
our model.  
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Knowing that in the burn injury the interactions between inflammatory cells and the ECM 
coordinate healing and tissue remodeling (Evers et al. 2010), in the continuity of the study we 
proceeded to the analysis of MCs, by quantifying these cells and evaluating their activation 
state in animals of all groups, on different times of the tissue repair process. 
On days 3 and 7 after injury, we found fewer MCs in all treatment groups. The inflammation 
in the early stages of the wound repair process is important to the overall healing, and this 
process depends on activation of MCs (Dong et al. 2013; Wernersson & Pejler 2014). An 
impaired skin wound closure was observed in a study that used MCs deficient mice, 
indicating the importance of the mediators releases from these cells to wound healing (Weller 
et al. 2006). 
 On days 14 and 21, the total amount of MCs was higher in the group treated only with 
L. officinalis OE compared to the other groups, and, on day 14, these cells were degranulated. 
This result is consistent with the formation of the allergic reaction in animals treated with pure 
OE, corroborating our findings. However, other researchers (Cho et al. 2011) found a 
reduction of the inflammatory response in the treatment of passive cutaneous anaphylaxis 
reaction with herbal treatment with Fritillaria ussuriensis, by reducing the release of histamine 
and cytokines. Furthermore, a recent study demonstrated as the oleamide, another bioactive 
present in the alcoholic extract of A. lappa, decreased the allergic response by reducing the 
release of histamine, TNF-α and IL-4 (Yang et al. 2016), which corroborates with our 
observation on the MCs reduction in the group treated with oil and A. lappa extract. 
 MCs and their proteases are related to matrix remodeling and are present in the final 
stages of repair injuries and burns (Nishikori et al. 1998; Ehrlich 2013). A study that verified 
the dosage of tryptase and chymase in the late stages of repair of deep cuts in the skin of mice, 
observed that the activity of these two proteases decreased on day 10 and increased on days 
15 and 20 after injury (Iba et al. 2004). Although MCs are important for the remodeling of the 
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matrix and cell proliferation (Weller et al. 2006; Wernersson & Pejler 2014), researches also 
indicated the MC relation to the formation of hypertrophic scars and fibrosis by activating 
fibroblasts (Levi-Schaffer & Rubinchik 1995; Douaiher et al. 2014; Dong et al. 2015).  
 MCs synthesize and release MMP2 and MMP9 (Iba et al. 2004; Wernersson & Pejler 
2014). Furthermore, it is also known that chymase is important to enable the synthesis of 
MMP2 and MMP9 (Weller et al. 2006; Wernersson & Pejler 2014). For these reasons, we 
analyzed the expression of these MMPs in the thermal injuries. Our results showed decreased 
expression of MMP2 in the epithelium, the groups treated with herbal medicines, compared to 
the control. However, in the stroma on day 14 after the injury an increased protein expression 
occurred in the group treated with pure L. officinalis OE. The expression of MMP9 was 
stronger in all groups compared to MMP2, however, in the herbal treated groups the intensity 
of labeling was lower in the epithelium and stroma compared to the control group.  
 The herbal treated groups showed better healing than the control animals, which may 
be related to the control of the expression of MMP2 and MMP9 by the treatment. 
Investigations indicate that the delay in the thermal injury repair processes in the skin of older 
mice is associated with increased expression of MMP9 (Oriana et al. 2013). Other studies 
show that the degradation of the dermal matrix regeneration (Integra) is related to high levels 
of MMP2 in blood plasma. Moreover, MMP9 may be associated with fibrosis and scarring 
(Nessler et al. 2014). 
We continue our studies with the evaluation of EGFR expression in the epithelium. Our 
analyzes showed reduced expression of EGFR in the inflammatory phase and only observed 
in the animals treated with herbal medicines, in which wounds closure occurred earlier. From 
7 days after injury the EGFR immunostaining was observed in all groups. However, a 
significant receptor increase was verified in the treated animals, especially in the pure L. 
officinalis EO group. These results indicate again, the efficacy of herbal medicines used in 
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modulating the tissue repair. The EGF is released mainly by fibroblasts and macrophages and 
is one of the main growth factors in the tissue regeneration process by promoting the 
reepithelialization mediated by EGFR (Barrientos et al. 2008). 
Another important factor to be considered in the thermal injury is the possibility of deep 
systemic and metabolic changes (Richardson & Mustard 2009) and the action of herbal 
medicines in reducing damage was already reported (Chandran & Kuttan 2008). Thus, at the 
end of the study, we evaluated the effects of treatment with L. officinalis OE pure or 
associated with A. lappa on the levels of AST in the plasma of unburned and burned animals, 
treated or not with the herbal medicines. Our results indicated an increase in AST levels post 
burn, with significant reduction of these levels after treatment with OE associated with A. 
lappa, which indicates, besides the toxicity absence of the treatment, the protective effect of 
herbal medicine in reducing injury to internal organs.  
  All together, the macroscopical, histopathological, immunohistochemical and biochemical 
analyzes showed that topical treatment with L. officinalis OE pure or associated with A. lappa 
extract promoted better tissue repair compared to untreated animals in the used model of 
second-degree burns in rats. These results open the possibility of further exploration of these 
herbal medicines in the treatment of burns. 
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Figure legends 
Figure 1.  
Histopathological analysis of wound healing in second degree burn. On day 3 after injury, 
inflammatory cell infiltration and skin crust formation in the control group (A), and animals 
treated with pure L. officinalis EO (F) or L. officinalis EO + A. lappa (K). Initial 
epithelialization in groups treated with herbal medicines. In the proliferation phase, on day 7, 
it can be observed more pronounced reepithelialization after treatment (G e H), compared to 
the control group (B). Complete reepithelialization 14 days after lesion induction and stroma 
reorganization phase in all groups (C, H e M). In the remodeling phase, 21 days after injury 
(D, I e N), epithelial attachments may be seen in greater quantities after treatment with herbal 
medicines. Macroscopic analysis of the lesion, showing better healing in the treated groups 
(E, J e O), with allergic process in animals treated with pure L. officinalis EO (J). Staining: 
HE. Bars 500µm. 
 
Figure 2.  
MCs Quantification in thermal second degree burn model. Few MCs on days 3 and 7 of 
the injury repair, in the control (A) and herbal treated groups (B and C). On days 14 and 21, a 
larger amount of MCs in the animals treated with pure L. officinalis EO, mainly degranulated 
(D). Quantification of total (F) and degranulated MCs (F), values presented as mean ± S.E.M.  
 
Figure 3.  
MMP2 expression in the evolution of healing in second degree burn. In the epithelium, 
strong expression of the protein in the control group on day 7 (A) and 14 (B) and reduction on 
day 21 (C). In the stoma, the expression of MMP2 is increased in control on days 7 (A) and 
21 (C), in the pure L. officinalis treated group on day 14 (E) and in the group treated with L. 
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officinalis EO associated with A. lappa (I). Counter-staining: Hematoxylin. Bars 50µm. 
Densitometric analysis of the MMP2 expression in epithelium (J): α p<0,05 vs L. officinalis 
OE 14 days; μ p<0,001 vs Control 14 days;  stroma (K) & p<0,001 vs L. officinalis OE 7 
days; σ p<0,001 vs L. officinalis OE 14 days; / p<0,05 vs L. officinalis OE + A. lappa 14 
days. Data are presented as ± mean S.E.M. 
 
Figure 4.  
MMP9 expression in the evolution of healing in second degree burn. Strong 
immunostaining in all periods, especially in control animals. Decreased expression of the 
protein after treatment with pure L. officinalis on day 14 (E) and EO associated with  A. lappa 
on day 21 (I). Counterstaining: Hematoxylin. Bars 50µm. Densitometric analysis of MMP9 
expression in the epithellium (J): α p<0,05 vs L. officinalis EO 14 days; & p<0,001 vs L. 
officinalis E) 14 days; μ p<0,001 vs Control 14 days; σ p<0,001 vs L. officinalis OE 14 days; 
and stroma (K). Data are presented as ± mean S.E.M. 
 
Figure 5.  
EGFR expression in the evolution of healing in second degree burn. EGFR expression 
after 7 (A, D, G), 14 (B, E, H) and 21 (C, F, I) days post injury. The expression of the receptor 
is increase with treatment with herbal medicines. Absence of immunostaining in reaction 
control (J). Counter-staining: hematoxylin. Bars 50μm. Densitometric analysis (K): The data 
are represented as mean ± standard error of the mean (S.E.M) and confirm the  increased in 
immunostaining in groups treated with EO L. officinalis and associated to A. lappa. 
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Figure 6.  
AST serum levels after second degree burn and treatments. Data are presented as mean ± 
mean S.E.M, (n =10/group) and show increased levels of AST after burning and reduction of 
the analyte with L. officinalis OE + A. lappa treatment . ***p<0,001 and **p<0,01 vs 
Normal, not burned animals; #p<0,05 vs control group 30 days after injury.  
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INTRODUÇÃO

Ao longo da vida, ossos estão constantemente sendo remodelada 
pela ação conjunta dos osteoclastos e osteoblastos. Enquanto os 
primeiros reabsorvem o osso velho, os últimos migram para a zona e 
então depositam uma nova matriz, a qual é mineralizada por deposição 
de cristais de cálcio e fosfato. Este processo pode ser influenciado 

por hormônios, que atuam através do aumento da reabsorção óssea, 
estimulando a formação óssea. No segundo grupo, há estrogênio.1-4

Várias substâncias, como o ativador do receptor do fator nuclear 
(receptor activator of nuclear factor, RANK) e osteoprotegerina 
(OPG), participam do mecanismo que regula o equilíbrio entre 
a reabsorção e a deposição de massa óssea. O primeiro é 
um receptor encontrado nas membranas de osteoclastos que 
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RESPOSTA À OOFORECTOMIA E TREINO AQUÁTICO
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RESUMO

Objetivo: Investigar se a natação previne perda óssea e se pode au-
xiliar no tratamento da osteoporose. Métodos: ratas foram divididos 
em 4 grupos (n=6), dois dos quais foram ooforectomizados. Animais 
de dois grupos, um ooforectomizado e outro não ooforectomizado, 
passaram por treinamento aquático durante oito semanas. Após 
o treino, os animais foram sacrificados, seu sangue foi coletado 
para a dosagem sérica de cálcio e fosfatase alcalina; o fêmur foi 
removido e submetido a análises densitométricas radiológica e 
histológica para avaliar a perda óssea e também para quantificação 
dos osteoclastos da cabeça e colo femoral. Resultados: Não foi 
detectado aumento nos níveis séricos de cálcio. Houve aumento 
da atividade da enzima fosfatase alcalina nos grupos ooforecto-
mizados. As radiografias indicam que havia maior densidade de 
massa óssea nos grupos treinados. Em relação à histologia, os 
grupos treinados tiveram melhor organização estrutural do tecido 
do que os sedentários. No grupo ooforectomizado e sedentário, 
observou-se maior presença de osteoclastos. Conclusão: Exercício 
e ooforectomia não promoveram alterações nos níveis séricos de 
cálcio. A diminuição de esteroides sexuais causada pela ooforec-
tomia foi responsável por perda óssea severa, mas o exercício e 
a natação foram capazes de reduzir esta perda. A ooforectomia 
promoveu a proliferação de osteoclastos e o exercício provou ser 
capaz de diminui-la. Nível de Evidência I, Estudo Experimental.

Descritores: Ratos. Ooforectomia. Osteoporose. Exercício. Natação. 
Cálcio. Fosfatase alcalina. Radiografia. Osteoclastos.

ABSTRACT

Objective: To investigate whether swimming could prevent bone 
loss and could be indicated to assist in treatment of osteoporosis. 
Methods: Female rats were divided into 4 groups (n=6), two of them 
were oophorectomized. Animals from two groups, one oophorec-
tomized and another not oophorectomized, underwent aquatic 
training for eight weeks. After training, the animals were sacrificed 
and their blood was collected for calcium and alkaline phosphatase 
serum dosage; the femur was removed and subjected to radiologi-
cal and histological densitometry analysis to assess bone loss and 
osteoclast counting on femoral head and neck. Results: Increase 
in serum calcium was not observed. There was an increasing ac-
tivity of alkaline phosphatase in the oophorectomized groups. The 
radiographs suggest that there was a greater bone mass density in 
the trained groups. Concerning histology, the trained groups had 
better tissue structural organization than the sedentary groups. In 
the oophorectomized and sedentary group, higher presence of os-
teoclasts was observed a. Conclusion: Exercise and oophorectomy 
did not promote changes in serum calcium levels. The decrease of 
sex steroids caused by oophorectomy was responsible for severe 
bone loss, but swimming exercise was able to reduce this loss. 
Oophorectomy promoted the proliferation of osteoclasts and the 
exercise proved to be able to diminish it. Level of Evidence I, 
Experimental Study.

Keywords: Rats. Oophorectomy. Osteoporosis. Exercise. Swimming. 
Calcium. Alkaline phosphatase. Radiography. Osteoclasts.
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(quando ativada pelo seu ligante, RANKL) promove a maturação 
de osteoclastos e mantem ativa sua ação fagocítica. O segundo 
atua como uma armadilha: captura RANKL e impede-o de se 
ligar ao receptor. O estrogênio induz a produção de OPG por 
osteoblastos impedindo a ativação de osteoclastos e promo-
vendo apoptose.1,2,5

Com o declínio dos esteroides sexuais no período do climatério, 
especialmente no período pós-menopausa, o equilíbrio de me-
canismo de remodelação óssea é perturbado, causando mais 
reabsorção do que produção óssea. Esta situação coloca as 
mulheres no grupo de alto risco de desenvolvimento de osteopo-
rose - que é uma condição patológica de ossos enfraquecidos.6 
Estima-se que depois de 50 anos de idade, 30% das mulheres 
podem sofrer fraturas provocadas por osteoporose.3

A fosfatase alcalina é uma enzima que se acredita facilita a cal-
cificação dos osteoblastos e os protege contra a degradação 
enzimática. Encontrado em células osteogênicas e membrana de 
osteoblastos ativos, a sua concentração plasmática é usada como 
um marcador de formação óssea.3,4 Das isoformas de fosfatase 
alcalina encontradas no soro, aquelas pertencentes ao osso e do 
fígado são as mais importantes.4,5

Além da influência hormonal, a remodelação óssea também in-
fluencia as tensões impostas pela gravidade (estímulo piezelétrico) 
e tensão muscular. Portanto, o exercício tem sido indicado como 
uma prática importante, tanto na prevenção como no tratamento da 
osteoporose.7-12 Estudos mostram que os melhores resultados de 
formação óssea são obtidos com exercícios de resistência anaeróbia 
(forte impacto sobre o osso).8,13, 14 Estes exercícios requerem um 
acompanhamento profissional para garantir uma realização segura, 
principalmente se for praticada por indivíduos com osteoporose, 
pois eles podem causar lesões se realizados de forma inadequada.
Embora os exercícios aquáticos exerçam tensão muscular,7,10,11,15 
eles não promovem o mesmo impacto que exercícios de resis-
tência, o que conduz a baixa taxa de lesões11 e, por conseguinte, 
são considerados seguros. No entanto, poucos estudos têm sido 
realizados sobre a contribuição da natação para o tratamento 
da osteoporose. Um estudo7 mostrou resultados positivos sobre 
o efeito da natação na remodelação óssea, no entanto, foram 
utilizadas sobrecargas acopladas ao tronco dos animais, o que 
aumentou seu esforço no exercício. Assim, o objetivo deste es-
tudo é investigar, através de parâmetros histomorfométricos de 
osso e análise de biomarcadores, se a natação pode prevenir 
a perda óssea causada pela redução de esteroides sexuais em 
mulheres pós-menopausa, e, portanto, ser indicado para auxiliar 
no tratamento da osteoporose.

MÉTODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimen-
tação Animal (n° 13.03.25-01) das Faculdades Integradas Padre 
Albino (FIPA, Catanduva, SP, Brasil). Este estudo foi realizado em 
associação com a FIPA e Instituto Municipal de Ensino Superior 
de Catanduva (IMES Catanduva, SP, Brasil).
Foram utilizados vinte e quatro ratos fêmeas Wistar pesando apro-
ximadamente 100g. Elas foram mantidas a 24 ± 1º C e submetidas 
a ciclo luz/escuro de 12/12h, com acesso a água e comida ad 
libitum (Nuvilab® CR-1). Os ratos foram divididos aleatoriamente 
em quatro grupos (n = 6): 1. Grupo intacto (sem cirurgia) e seden-
tário - IntSed (grupo controle); 2. Grupo intacto e treinado - IntTr; 
3. Um terceiro grupo ooforectomizado e sedentário - OVXSed; e 
4. Um quarto grupo ooforectomizado e treinado - OVXTr. Os dois 
grupos sedentários foram expostos a algum estímulo aquático. 
Eles entraram em contato com a água por no máximo 1 min, cinco 
dias por semana, durante oito semanas. Este estímulo se destina 

a assegurar que os resultados não foram decorrentes do contato 
com a água, porém do exercício proposto.
Para executar a ooforectomia, os animais foram anestesiados 
por uma injeção intraperitoneal de 115,34mg/kg de cloridrato de 
cetamina (Hameln Pharmaceuticals Gmbh®, Hameln, Alemanha) e 
11,5mg/kg de cloridrato de xilazina (Vetbrands® Paulínia, SP, Brasil). 
O oviduto foi ligado por meio de um fio de sutura, e aquele pertence 
ao ovário foi removido; o músculo e a pele foram suturados e o 
mesmo procedimento foi realizado através do corpo do animal. 
Após a cirurgia, os animais receberam uma injeção intramuscular 
de 11,5 mg/kg do antibiótico enrofloxacina (Mantecorp® Rio de 
Janeiro, RJ, Brasil) e analgésico/anti-inflamatório /antipirético por 
via subcutânea com 16,6 mg/kg de Fluxina meglumina (Mante-
corp®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os ratos permaneceram em 
recuperação durante uma semana antes de iniciar os exercícios.
O treinamento começou com apenas 20 minutos na primeira semana 
e houve um acréscimo de 10 minutos a cada semana, de modo que 
na quinta semana de treinamento, os animais exercitados nadaram 
durante 60 minutos. O protocolo de treinamento foi realizado durante 
cinco dias por semana, com a temperatura da água entre 28° e 30°C. 
Os animais sedentários foram submetidos a algum estímulo que 
durou o máximo 1 minuto diariamente, durante o mesmo período 
de formação dos grupos ativos. Todos os animais tiveram contato 
com a água para assegurar que os resultados não fossem causados ​​
por stress aquático.15 Os ratos foram pesados ​​uma vez por semana.
Quando o período de treinamento foi completado, todos os gru-
pos foram submetidos a um período de jejum de 6 horas e foram 
anestesiados. Após a confirmação de uma anestesia profunda, 
seu sangue foi colhido através de punção cardíaca e, em seguida, 
centrifugado a 2.500 rpm durante 15 min para dosagem de cálcio 
e fosfatase alcalina. Para as dosagens séricas, foram usados kits 
Labtest Diagnóstica® Brasil: Cálcio (Ref 90) e fosfatase alcalina 
(Ref 79). Todas as instruções do fabricante foram seguidas, realizadas 
por espectrofotômetro (modelo SP - 2000UV). Em seguida, os ratos 
foram sacrificados por decapitação. O fêmur direito foi removido, 
dissecado e armazenado numa solução de formalina a 10%.
Os fêmures foram radiografados por um equipamento de raios-x 
odontológico, em plano anteroposterior com de 0,15 de exposição 
a cada segundo. A tensão nominal máxima do equipamento foi 
70kVp e a máxima corrente nominal foi de 10mA. Foi utilizado filme 
raios-X M2 periapical – oclusal (5x7 cm). A distância entre o foco 
do raio-X e o filme era de 5cm. A revelação do filme radiográfico 
foi feita por procedimentos de rotina, no qual todos os filmes 
permaneceram o mesmo tempo no revelador e no fixador. As ima-
gens de raios-X foram digitalizadas com resolução de 1200 dpi.16 
As imagens foram analisadas usando o software ImageJ, que 
compara a densitometria de radiografias com os valores médios 
da densidade da massa óssea para cada grupo.  
Os ossos passaram por um processo de descalcificação em ácido 
nítrico 9% por cinco dias conduzido na Quimesp Química LTDA, 
Guarulhos, SP, Brasil. Depois, foram processadas em parafina e 
cortadas em micrótomo (Spencer 820) com uma lâmina de 5µm 
de espessura. O material foi corado com hematoxilina e eosina.
As imagens das lâminas foram capturadas por um microscópio 
óptico (Leica, DM500 - câmera ICC50). A análise qualitativa 
das imagens foi realizada comparando-as com o grupo IntSed 
(controle). Para análises quantitativas, utilizou-se em todos os 
grupos a medição da área de tecido ósseo de cabeça femoral 
e do pescoço, com exceção das áreas do tecido da medula 
óssea (com a ajuda do software ImageJ) e uma contagem de 
osteoclastos visíveis em imagem aumentada 400x através do 
microscópio óptico, tomando dez imagens diferentes por animal.
Em todas as análises quantitativas, o teste estatístico ANOVA bicaudal 
foi empregado, tendo em conta as variáveis ​​exercício vs. ovariec-
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tomia. O pós-teste de Bonferroni foi utilizado com o nível de 5% de 
probabilidade de que a relação entre as variáveis têm p ≤ 0,05. O 
software GraphPad Prism 4.00 foi utilizado na análise estatística.

RESULTADOS

Maior ganho de peso foi observado no grupo de ratas ooforecto-
mizadas, o que corrobora estudos semelhantes; o rato castrado é 
também um modelo para a indução de obesidade.5,7,10,15

O cálcio sérico total não teve nenhuma relação com os valores 
médios de cada grupo. (Tabela 1) Nenhum grupo demonstrou va-
lores anormais da concentração de Ca2+ no sangue (9-1,5mg/dL).17

Embora os grupos não tenham apresentado uma diferença esta-
tisticamente significativa, constatou-se valores mais elevados de 
atividade enzimática nos grupos ovariectomizados, principalmente 
no grupo OVXSed. (Tabela 1) Nenhum grupo apresentou valores 
anormais em comparação com os valores de referência da atividade 
enzimática (a quantidade em humanos a 37°C varia de 27-390 U/L, 
dados relatados pelo kit Labtest® Diagnóstico, Brasil).
Referente a raios-X (Figura 1) o grupo IntTr apresentou maior den-
sidade óssea na diáfise e epífise em comparação com os demais 
grupos, indicando que a preservação do ovário associada ao 
exercício foi capaz de preservar e promover maior formação óssea. 
Nos grupos ooforectomizadas, o grupo treinado (OVXTr) apresentou 
mais massa óssea do que o grupo sedentário (OVXSed).
A densitometria ótica de raios-X (Tabela 1) confirma o que foi 
observado na Figura 1 e mostra uma diferença estatisticamente 
significativa na densidade óssea do grupo OVXSed, que era menor 
do que os demais outros grupos, os quais apresentaram valores 
próximos dos médios. Este fato nos permite concluir que nestes 
grupos o tecido ósseo era mais denso.
A Figura 2 e a Figura 3 mostram que, em comparação com o 
grupo controle IntSed, houve alterações no arranjo estrutural do 
tecido ósseo nos demais grupos. A Figura 2 mostra a histologia 
da cabeça femoral no grupo IntTr, que possui mais condrócitos 
visíveis e melhor organização estrutural do tecido (em compa-
ração com os demais grupos), sugerindo que a formação óssea 
aumentou neste grupo. No grupo OVXSed, os condrócitos são 
pouco visíveis e há grandes lacunas, que mostram uma melhoria 
no pareamento osteocondral. Em OVXTr, também foram observa-
dos menos condrócitos, mas a organização do tecido parece ser 
melhor e as lacunas que aparecem sugerem menor pareamento 
osteocondral comparado ao grupo OVXSed.
Na Figura 3 se observa que a diáfise do microarranjo do osso 
esponjoso proximal em IntTr tem menos falhas do que nos de-

mais grupos, especialmente em comparação com os animais 
ooforectomizados. Este fato sugere que o osso foi reforçado 
pelas tensões causadas pelo exercício.
Em relação ao tamanho das lacunas nos ossos em grupos oofo-
rectomizados, existem diferenças entre os dois grupos. (Figura 2 e 
Figura 3) Houve uma maior desorganização estrutural do microarranjo 
do osso no grupo OVXSed, a linha epifisária deve ser realçada, 
por ter se tornado totalmente disfuncional - o que não ocorreu nos 
demais grupos. Isso significa que o exercício foi capaz de prevenir 
a desintegração do arranjo geral do osso no grupo OVXTr. No grupo 
OVXSed, foram observados muitos adipócitos abaixo da linha epifi-
sária, mas o mesmo não foi observado no grupo OVXTr, mostrando 
que o exercício impediu a infiltração maciça de gordura no osso.
A avaliação da massa óssea (Tabela 1) mostra que os grupos 
intactos tinham mais massa óssea do que os grupos ooforecto-
mizados. O grupo OVXSed teve o menor percentual de massa 
óssea, com uma diferença estatisticamente significativa em 
relação aos outros grupos. No grupo OVXTr, a massa óssea foi 
maior comparada com OVXSed, mostrando que o exercício físico 
foi crucial na preservação do osso.
No grupo OVXSed observou-se, por meio de microscópio óptico 
de ampliação de 400x, maior quantidade de osteoclastos do que 
nos demais grupos, como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Variação do peso corporal inicial e final. Dosagem de cálcio e fosfatase alcalina séricos; densitometria ótica de raios-x; medida de massa óssea e a soma 
total de osteoclastos nos grupos individuais de animais.

Grupos (n=6) IntSed IntTr OVXSed OVXTr

Peso corporal inical (g) 110,8 ± 1,4 107 ± 1,1 100,8 ± 0,9 102 ± 1,9

Peso corporal final (g) 383 ± 5 332,8 ± 17,8 446,6 ± 17,2 462,4 ± 11,6

Cálcio (mg/dL) 9,4 ± 0,7 11,1 ± 0,5 10,5 ± 0,4 9,8 ± 0,6

Fosfatase Alcalina (U/L a 37°C) 169,5 ± 32,5 162,1 ± 43,6 224,7 ± 19,7 204,6 ± 27,4

Densitometria ótica raio-x (U.A.) 56,1 ± 3,5 65 ± 5 30,1 ± 3,1 ** 59,4 ± 3,2

Massa óssea (%) 60,9 ± 3,7 66,6 ± 3,1 42,4 ± 3,3 * 56,8 ± 2,2

Contagem de osteoclastos (Células visíveis em 400x) 1 ± 0,4 1,7 ± 0,2 6,5 ± 0,6 ** 2,2 ± 0,2

Dados são expressos em media ± desvio padrão; *p<0,01; **p<0,001 – Teste ANOVA bicaudal com pós-teste de Bonferroni. 

Figura 1. Radiografia dos fêmures. A: IntSed (controle); B: IntTr; C: OVXSed; D: OVXTr.

1 
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responsável pela diminuição da proliferação dos osteoclastos. 
Outro estudo18 encontrou um maior número de osteócitos e me-
nos falhas em grupos de ratos exercitados em rodas de correr.
O número de adipócitos no fêmur do grupo OVXSed foi maior 
do que em qualquer outro grupo. (Figura 3) O tecido adiposo é 
um tipo de tecido conjuntivo que é parte do osso - células os-
teoprogenitoras e adipócitos têm a mesma origem embrionária, 
e a expressão dos seus fatores de transcrição específicos é o 
que determina a sua diferenciação. Portanto, sua presença na 
histologia óssea não é infrequente. Entretanto, a análise mostrou 
que o exercício aparentemente evitou a diminuição excessiva da 
massa óssea nas ratas ooforectomizadas. Os resultados indicam 
que os adipócitos ósseos se infiltram para preencher as grandes 
lacunas de ossos osteoporóticos, corroborando o estudo que ava-
liou o efeito da caminhada no osso de ratas ooforectomizadas.12

Os mais altos níveis da atividade da enzima fosfatase alcalina foram 
encontrados em animais ooforectomizados, especialmente no grupo 
OVXSed, que apresentou aumento do enfraquecimento ósseo, no 
entanto, os grupos não apresentaram diferença estatisticamente sig-
nificativa entre eles. Embora a fosfatase alcalina seja um biomarcador 
da formação óssea, ela se encontra aumentada em doenças onde 
predomina a reabsorção.4,5 Por isso, se assume que as proteínas 
produzidas por osteoclastos na reabsorção são capazes de ativar 
a diferenciação osteogênica e manter ativos os osteoblastos.4,19

Estudos têm mostrado que mulheres na pós-menopausa podem 
apresentar taxas mais elevadas de fosfatase alcalina do que mu-
lheres na pré-menopausa, que apresentam valores de densidade 
mineral óssea (DMO) inversamente proporcionais.20,21

A análise bioquímica de biomarcadores da remodelação óssea 
pode auxiliar no diagnóstico e tratamento de osteoporose, uma vez 
que DMO, que é o teste padrão para o diagnóstico da osteoporose,3 
é uma medida pontual e não reflete as alterações dinâmicas as 
quais o tecido é submetido no momento do exame.4,20,21

A perda de cálcio em ratas jovens e ooforectomizadas pode 
ser causada por uma redução no teor de cálcio no osso10 e um 
aumento na excreção de cálcio a partir do trato gastrointestinal, 
urina e suor.7 Mesmo nos grupos que apresentam maior enfra-
quecimento do osso, não foi detectado nenhum aumento de 
cálcio no soro. Este resultado pode ser explicado pela regulação 
da fisiologia de Ca2+, que depende de um complexo de controle 
de uma série de reações controladas por calcitonina, produzida 
pela paratireoide, e outros hormônios. Como o cálcio participa de 
uma variedade de processos fisiológicos e desvios no soro, este 
pode interferir na operação normal do corpo.17 Entretanto, outros 
estudos observaram uma diminuição da concentração de cálcio 
no soro e na urina em mulheres climatéricas e pós-menopáusicas 
que se exercitavam com a corrida e ginástica por um período de 
um ano. Quando estas mulheres interrompiam o treinamento, seus 
valores de DMO diminuíam concomitantemente,22 o que também 
acontece em ratas ooforectomizadas e treinadas.9

CONCLUSÃO

O exercício e ooforectomia não promoveram alterações nos ní-
veis séricos de cálcio. Através da análise a dosagem da enzima 
fosfatase alcalina, constatou-se que houve uma maior formação 
óssea em grupos ooforectomizadas, mas a formação óssea não foi 
suficiente para combater a degradação promovida por deficiência 
de estrogênio em consequência da remoção dos ovários e o estilo 
de vida sedentário. A diminuição de esteroides sexuais causada 
pela ooforectomia foi responsável por grave perda óssea. Através 
dos parâmetros utilizados, a natação se revelou eficaz para prevenir 
a perda de massa óssea, a desorganização da estrutura óssea e 
a proliferação de osteoclastos e adipócitos.

Figura 2. Histologia da cabeça femoral corada com hematoxilina e eosina. A: 
IntSed (controle); B: IntTr; C: OVXSed; D: OVXTr.
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Figura 3. Histologia do colo femoral e linha epifisária corados com hematoxilina 
e eosina. E: InTSed (controle); F: IntTr; G: OVXSed; H: OVXTr. A seta azul indica 
os adipócitos.

E

F

G

H

DISCUSSÃO

Na Figura 1, o raio-x mostrou que o grupo OVXSed teve a menor 
quantidade de massa óssea, com uma diferença significativa em 
comparação com os outros grupos (p <0,001). Este resultado 
indica que o exercício aquático foi capaz de reduzir a perda de 
massa óssea causada pela ooforectomia, o que não foi observado 
no grupo OVXTr. Estes resultados podem ser comparados com 
estudos com ratos castrados e exercícios de resistência8,10 ou 
exercícios aeróbicos.7,9 
A medição da massa óssea nos permitiu avaliar estatisticamente a 
ossificação dos grupos. A percentagem de massa óssea no OVXSed 
foi menor do que em todos os outros grupos (como observado no 
raio-X), e mostrou uma diferença significativa (p <0,01). (Tabela 1) A 
percentagem de massa óssea no grupo OVXTr apresentava valores 
mais próximos dos do grupo controle, o que indica que a natação 
foi eficaz em combater o avanço do enfraquecimento ósseo.
A soma total de osteoclastos mostrou que houve um maior 
número de células fagocíticas no fêmur do grupo OVXSed, uma 
diferença estatisticamente significativa (p <0,001). Um estudo7 
encontrou maior atividade dos osteoclastos nos ossos de ani-
mais sedentários. O exercício de natação foi aparentemente 
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APÊNDICE D – “Expressão de metaloproteinases de matriz e anexina a1 em 
tumores de pele de diferentes graus de malignidade” 
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,1752'8d­2
2� FkQFHU� GH� SHOH� FRQVWLWXL� D� QHRSODVLD�PDOLJQD�

PDLV�FRPXP�HP�KXPDQRV�H��VHJXQGR�R�,QVWLWXWR�1DFLRQDO�
GR�&kQFHU��,1&$���QR�%UDVLO�WDPEpP�p�R�PDLV�IUHTXHQWH��
FRUUHVSRQGHQGR�D�����GR�WRWDO�GH�WXPRUHV�PDOLJQRV�GRV�
TXDLV�����VmR�WXPRUHV�QmR�PHODQRPD�H�TXH�DEUDQJHP�
FDUFLQRPDV�EDVRFHOXODUHV� �&%&�� ������H�HVSLQRFHOXODUHV�
RX� HSLGHUPRLGH� �&(&�� ������� $V� HVWLPDWLYDV� EUDVLOHLUDV�
DSRQWDP�SDUD��������FDVRV�QRYRV�GH�FkQFHU�GH�SHOH�QmR�

��
2� &%&� p� XP� WXPRU� EHQLJQR�� FRP� LQYDVLYLGDGH�

ORFDO�H�UHGX]LGR�SRWHQFLDO�GH�PHWDVWDWL]DomR��HQTXDQWR�R�
&(&�FRQVWLWXL�XP�WXPRU�PDOLJQR�TXH�VXUJH�QD�HSLGHUPH�
H� DWLQJH� RV� TXHUDWLQyFLWRV�� 2V� WXPRUHV� SULPiULRV� GHVVD�
FRQGLomR� VmR� IDFLOPHQWH� WUDWiYHLV�� FRQWXGR�� SRGHP�

DSUHVHQWDUHP� SRWHQFLDO� SDUD� UHFRUUrQFLD� ORFDO� H� D�
RFRUUrQFLD�GH�PHWiVWDVHV�OLQIiWLFDV�H�HP�yUJmRV�D�GLVWkQFLD���

WXPRUHV� DTXHOHV� TXH� VmR� PDLV� DJUHVVLYRV� H� UHTXHUHP�
DFRPSDQKDPHQWR�PDLV�SUy[LPR�H�WUDWDPHQWRV�DGLFLRQDLV�
FRPR�OLQIRQHGHFWRPLD�H�UDGLRWHUDSLD�

2V� IDWRUHV� SURJQyVWLFRV� Mi� HVWDEHOHFLGRV�
LQFOXHP� ORFDOL]DomR�� WDPDQKR� H� SURIXQGLGDGH� GR� WXPRU�
SULPiULR��EHP�FRPR��JUDX�GH�GLIHUHQFLDomR�H�SUROLIHUDomR��
LQYDVmR� SHULQHXUDO�� KLVWyULD� GH� WUDWDPHQWR� DQWHULRU��
LPXQRVVXSUHVVmR�H�IDWRUHV�HWLROyJLFRV��WDLV�FRPR�FLFDWUL]HV�
GH�TXHLPDGXUDV�� UDGLDomR�H�XOFHUDomR�FU{QLFD���� H�DLQGD��
VXEWLSRV�KLVWROyJLFRV��FRPR�R�DFDQWROtWLFR�GH�SURJQyVWLFR�
PDLV�GHVIDYRUiYHO��1HVWD�FRQGLomR��DV�FpOXODV�SHUGHP�RV�
GHVPRVVRPRV�H� DVVXPHP�FRQWRUQRV� DUUHGRQGDGRV�� FRP�
VXSHUItFLH�OLVD��SRGHQGR�VH�GHVSUHQGHU�IDFLOPHQWH��

$LQGD�� GLIHUHQWHV� PDUFDGRUHV� PROHFXODUHV� WrP�
VLGR� DVVRFLDGRV� FRP� D� SURJUHVVmR� RX� SURJQyVWLFR� GR�
&(&�FXWkQHR���HQWUH�HOHV�R�(WV����XP�IDWRU�GH�WUDQVFULomR�
TXH� UHJXOD� D� H[SUHVVmR� GH� YiULRV� JHQHV�� LQFOXLQGR�

PHWDORSURWHLQDVHV� GH� PDWUL]� �003V� �� $V� 003V� VmR�
SURWHLQDVHV� H[WUDFHOXODUHV� GHSHQGHQWHV� GH� ]LQFR� TXH�
SHUWHQFHP� D� XPD� IDPtOLD� GH� HQGRSHSWLGDGHV� LPSOLFDGD�

UHPRGHODomR� WHFLGXDO� H� RUJDQRJrQHVH� H�� HP� FRQGLo}HV�

FDUFLQRJrQHVH�� (QWUH� DV� 003V�� DV� JHODWLQDVHV�� 003��
H� 003��� GHJUDGDP� RV� FROiJHQRV� GD� OkPLQD� EDVDO� H�
HVWUXWXUDV�FROiJHQDV�GHVQDWXUDGDV�H�HVWmR�HQYROYLGDV�FRP�
D�LQYDVLYLGDGH�WXPRUDO��

&RPR� H[SRVWR�� R� GHVHQYROYLPHQWR� H� D�
SURJUHVVmR� GR� FkQFHU� GHSHQGHP� QmR� VRPHQWH� GH� VXDV�
FDUDFWHUtVWLFDV�JHQpWLFDV��PDV�WDPEpP�GH� LQWHUDo}HV�GDV�
FpOXODV�WXPRUDLV�FRP�R�HVWURPD��VHQGR�R�PLFURDPELHQWH�
WXPRUDO�FUXFLDO�SDUD�VHX�GHVHQYROYLPHQWR��FDUDFWHUL]DQGR�
VH� SULQFLSDOPHQWH� SHOD� FRPSRVLomR� DOWHUDGD� GD� PDWUL]�
H[WUDFHOXODU��DOWD�GHQVLGDGH�GH�PLFURYDVRV��DEXQGkQFLD�GH�

���
1R� GHVHQYROYLPHQWR� WXPRUDO�� D� KDELOLGDGH� GH�

UHODFLRQDGR� DR� SURFHVVR� GD� UHSDUDomR� WHFLGXDO�� R� TXDO�
QHFHVVLWD� GD� UHRUJDQL]DomR� GR� FLWRHVTXHOHWR�� GD� DGHVmR�
HQWUH�FpOXOD�H�HOHPHQWRV�GD�PDWUL]�H�GD�UHPRGHODomR�GD�
PDWUL]��$�PLJUDomR�FHOXODU�SRGH�VHU�LQLFLDGD�SRU�P~OWLSORV�
VLQDLV�TXtPLFRV�H�ItVLFRV�SUHVHQWHV�QR�PLFURDPELHQWH��TXH�
VmR�VHQVLELOL]DGRV�SRU�UHFHSWRUHV�HQFRQWUDGRV�QD�PHPEUDQD�
FHOXODU� RX� QR� LQWHULRU� GDV� FpOXODV �� $V� LQYHVWLJDo}HV� TXH�
UHODFLRQDUDP�D�SURWHtQD�DQH[LQD����$1;$���j�UHJXODomR�GR�
FUHVFLPHQWR�FHOXODU��MXQWDPHQWH�FRP�D�VXD�SDUWLFLSDomR�QD�
FDVFDWD�GH�VLQDOL]DomR�H�DGHVmR�FHOXODU��WrP�GHPRQVWUDGR�
XP�DOYR�LPSRUWDQWH�SDUD�DV�SHVTXLVDV�UHODFLRQDGDV�FRP�R�
GHVHQYROYLPHQWR�WXPRUDO������

LQGX]LGD� SRU� JOLFRFRUWLFRLGH� FRP� Do}HV� LQLELWyULDV� GD�
IRVIROLSDVH�$���$V�SURWHtQDV�GD�VXSHUIDPtOLD�GDV�DQH[LQDV�
FRPSDUWLOKDP� XPD� HVWUXWXUD� TXH� FRPSUHHQGH� XPD�

�� ([SUHVVmR�GH�PHWDORSURWHLQDVHV�GH�PDWUL]�H�DQH[LQD�$�HP�WXPRUHV�GH�SHOH�GH�GLIHUHQWHV�JUDXV�GH�PDOLJQLGDGH



H[WUHPLGDGH�1�WHUPLQDO�H�XP�GRPtQLR�FHQWUDO��&�WHUPLQDO��

D�OLJDomR�DRV�IRVIROLStGLRV��-i�R�GRPtQLR�1�WHUPLQDO�p�~QLFR�
SDUD� FDGD�PHPEUR� GD� VXSHUIDPtOLD�� SRVVXL� YDULDo}HV� QR�
FRPSULPHQWR�H�QD�VHTXrQFLD�GH�DPLQRiFLGRV�H�FRQIHUH�DV�

�������
'H�IDWR��D�SRUomR�1�WHUPLQDO�GD�$1;$��p�D�UHJLmR�

UHJXODWyULD� GD� SURWHtQD� H� FRQWpP� VtWLRV� SDUD� SURFHVVRV�
SyV�WUDGXFLRQDLV�� WDLV� FRPR� IRVIRULODomR�� JOLFRVLODomR� H�
SURWHyOLVH��$�$1;$��HVWi�HQYROYLGD�HP�DOJXPDV�GDV�Do}HV�

SUROLIHUDomR�FHOXODU�H�GD�GLDSHGHVH�OHXFRFLWiULD��D�UHJXODomR�
�������

$OpP� GLVVR�� HVWD� SURWHtQD� WHP� VLGR� DVVRFLDGD� FRP� D�
SURJUHVVmR� HP� DOJXQV� WXPRUHV� LQYDVLYRV�� VXJHULQGR�

HSLWHOLDLV����
(VWXGRV�LQ�YLYR�WrP�GHPRQVWUDGR�TXH�R�SDGUmR�GD�

2�DXPHQWR�GD�H[SUHVVmR�GHVWD�SURWHtQD� IRL�SUHYLDPHQWH�
REVHUYDGR�QR�JOLREODVWRPD�H�QR�DGHQRFDUFLQRPD�PDPiULR��
HQTXDQWR�RXWUDV�LQYHVWLJDo}HV�UHODWDUDP�UHGXomR�RX�SHUGD�
GD�H[SUHVVmR�GD�$1;$��QR�FkQFHU�GH�FDEHoD�H�SHVFRoR��
HV{IDJR�� SUyVWDWD� H� PDPD������������� $� GLPLQXLomR� QD�
H[SUHVVmR�GD�$1;$��IRL�REVHUYDGD�QDV�FpOXODV�WXPRUDLV�GH�
ODULQJH������

(PERUD� RV� HVWXGRV� PRVWUHP� TXH� D� $1;$��
PRGXOD� D� UHVLVWrQFLD� D� GURJDV� HP� WXPRUHV� H� UHJXOD� D�
SUROLIHUDomR�FHOXODU��VXD�DVVRFLDomR�QR�GHVHQYROYLPHQWR�GD�
PHWiVWDVH� HP� DOJXQV� WXPRUHV� VXJHUH� TXH� HVWD� SURWHtQD�

�������
6LPLODUPHQWH��D�IDOWD�GH�$1;$��QR�WXPRU�WRUQD�DV�FpOXODV�
WXPRUDLV� UHVLVWHQWHV� D� DSRSWRVH�� LQGX]LGD� SRU� DJHQWHV�
TXLPLRWHUDSrXWLFRV�������VXJHULQGR�HVWD�SURWHtQD�FRPR�XP�
ELRPDUFDGRU�QHJDWLYR�QR�GHVHQYROYLPHQWR�H�QD�SURJUHVVmR�
GR�FkQFHU��

&RPR� H[SRVWR�� R� SDSHO� H[DWR� GD� $1;$�� QD�

$LQGD�� GLDQWH� GD� QHFHVVLGDGH� GH� QRYRV� PDUFDGRUHV�
SURJQyVWLFRV� SDUD� R� &(&�� R� HVWXGR� GD� $1;$�� QHVVDV�
OHV}HV��FRUUHODFLRQDGD�D�PXGDQoDV�QD�PDWUL]�H[WUDFHOXODU��
SRGHUi�UHYHODU�LPSRUWDQWHV�IXQo}HV�GD�SURWHtQD�QD�ELRORJLD�
WXPRUDO� H� FRQWULEXLU� SDUD� R� GHVHQYROYLPHQWR� GH� QRYRV�
ELRPDUFDGRUHV�

0$7(5,$/�(�0e72'2
2EWHQomR�GR�PDWHULDO

$V�DQiOLVHV�IRUDP�UHDOL]DGDV�HP�ELySVLDV�GH�SHOH�
��

&(&�GH�JUDXV������H����VHQGR�FRQVLGHUDGR�WDPEpP�R�VXEWLSR�
DFDQWROtWLFR� �Q ��� GH� FDGD� FRQGLomR��� SURYHQLHQWHV� GRV�
DUTXLYRV�GR�6HUYLoR�GH�3DWRORJLD�GDV�)DFXOGDGHV�,QWHJUDGDV�
3DGUH�$OELQR��),3$���DSyV�DXWRUL]DomR�GR�UHVSRQViYHO�SHOR�

GDV�ELySVLDV��IRUDP�XWLOL]DGRV�SDUD�D�REWHQomR�GH�VHFo}HV�
GH� ��P� H�� HP� VHJXLGD�� SURFHVVDGRV� H� VXEPHWLGRV� D�
DQiOLVHV�KLVWRSDWROyJLFDV�H�LPXQR�KLVWRTXtPLFDV�

$V� H[SUHVV}HV� GDV� SURWHtQDV� $1;$��� 003��� H�
003���IRUDP�GHWHFWDGDV��SRU�PHLR�GRV�DQWLFRUSRV�SULPiULRV�
SROLFORQDLV� UDEELW
��������� H� DQWL�003��� ��������� �=\PHG� /DERUDWRULHV��
&DPEULGJH��8.���2V�FRUWHV�IRUDP�SUHSDUDGRV�HP�OkPLQDV�

LQFXEDGRV� HP� FDORU� ~PLGR� HP� VROXomR� WDPSmR� FLWUDWR��

H� GHL[DGRV� HP� VROXomR� GH� SHUy[LGR� GH� KLGURJrQLR� �S�D��
D� ��� HP�PHWDQRO�� SRU� ���PLQXWRV�� SDUD� R� EORTXHLR� GH�
SHUR[LGDVH�HQGyJHQD��$�VHJXLU��IRUDP�LQFXEDGRV�RYHUQLJKW�
FRP� RV� DQWLFRUSRV� SULPiULRV� GLOXtGRV� HP� %6$� D� ����
HP� FkPDUD�~PLGD� D� ��&��$SyV�� IRUDP� LQFXEDGRV� FRP�R�
DQWLFRUSR� VHFXQGiULR� ELRWLQLODGR� �NLW� =\PHG�� ,QYLWURJHQ���
UHYHODGRV�FRP�R�VXEVWUDWR�GLDPLQREHQ]LGLQD��SDUD�$1;$��
H�003���RX�R�DPLQRHWLO�FDUED]RO��SDUD�003����.LWV�=\PHG��

PRQWDGRV��
7RGRV� RV� IUDJPHQWRV� SURFHVVDGRV� LPXQR�

KLVWRTXLPLFDPHQWH� IRUDP� DQDOLVDGRV� QR� PLFURVFySLR�

�VRIWZDUH�/(,&$�,PDJH�$QDO\VLV��

003���H�003���IRUDP�DQDOLVDGRV�YLQWH�GLIHUHQWHV�SRQWRV�
GDV�FpOXODV�HSLWHOLDLV�HP�WUrV�GLIHUHQWHV�UHJL}HV�SRU�OkPLQD�
GH�WRGDV�DV�ELySVLDV��SDUD�VH�REWHU�XPD�PpGLD�UHODFLRQDGD�
FRP�D�LQWHQVLGDGH�GH�LPXQRUUHDWLYLGDGH��2V�YDORUHV�IRUDP�

��([SUHVVmR�GH�PHWDORSURWHLQDVHV�GH�PDWUL]�H�DQH[LQD�$�HP�WXPRUHV�GH�SHOH�GH�GLIHUHQWHV�JUDXV�GH�PDOLJQLGDGH



REWLGRV� FRPR� XQLGDGHV� DUELWUiULDV� H� D� GHQVLGDGH� ySWLFD�
PpGLD�PRVWURX�D� LQWHQVLGDGH�GH� LPXQRPDUFDomR�DSHQDV�
QDV�iUHDV�LPXQRUHDWLYDV����

$V� PpGLDV� IRUDP� FRPSDUDGDV� SHOD� $129$��
VHJXLGDV� SHOR� WHVWH� GH� %RQIHUURQL�� 7RGRV� RV� YDORUHV�
REWLGRV� IRUDP� H[SUHVVRV� FRPR� PpGLD� �� 6�(�0�� 9DORUHV�
PHQRUHV� TXH� ����� IRUDP� FRQVLGHUDGRV� HVWDWLVWLFDPHQWH�

5(68/7$'26�
$V�DQiOLVHV�LPXQR�KLVWRTXtPLFDV�H�GHQVLWRPpWULFDV�

UHYHODUDP�SDGUmR�GLIHUHQFLDO�QD�H[SUHVVmR�GD�$1;$��QDV�
YDULDQWHV� GRV� WXPRUHV� GH� SHOH� HVWXGDGRV�� 1DV�PDUJHQV�
OLYUHV�GR�WXPRU��SHOH�QRUPDO��REVHUYDPRV�D�H[SUHVVmR�GD�
$1;$�� QD� HSLGHUPH�� HVSHFLDOPHQWH� QR� FLWRSODVPD� GDV�
FpOXODV� EDVDLV�� QDV� FpOXODV� GD� FDPDGD� HVSLQKRVD� H� QDV�

QR� HVWURPD� GD� GHUPH� H� QDV� JOkQGXODV� VHEiFHDV� �)LJXUD�
�$���1RV�&%&�QRGXODUHV�RFRUUH�R�GHVDUUDQMR�GD�HSLGHUPH�
H� D� LQYDVmR� GD� GHUPH� SHOR� WXPRU� TXH� VH� DSUHVHQWD�
FRPR� EORFRV� DUUHGRQGDGRV� IRUPDGRV� SRU� FpOXODV� TXH� VH�
DVVHPHOKDP�jV�GD�FDPDGD�EDVDO�GD�HSLGHUPH��1D�SDUWH�
FHQWUDO��RV�EORFRV�VmR�VyOLGRV�H�SUHHQFKLGRV�SRU�FpOXODV�TXH�
H[SUHVVDP�$1;$���)LJXUD��%���&RQWXGR��D�LPXQRPDUFDomR�
SDUD�$1;$��PRVWURX�UHGXomR�GD�H[SUHVVmR�GD�SURWHtQD�QR�
&%&��S�������FRP�UHODomR�j�SHOH�QRUPDO��)LJXUD��+���

'LIHUHQWHPHQWH�� KRXYH� VXSHUH[SUHVVmR� GD�
$1;$�� �S�������� QRV� &(&� GH� JUDX� �� �)LJXUD� �&�� H� QR�
VXEWLSR�DFDQWROtWLFR��)LJXUD��)��FRPSDUDGR�j�SHOH�QRUPDO�
H�&%&��)LJXUD��+���'H�PDQHLUD�LQWHUHVVDQWH��QRV�&(&�GH�
JUDXV����)LJXUD��'��H����)LJXUD��(���PDLV�LQGLIHUHQFLDGRV�
H� LQYDVLYRV�� D� LPXQRUUHDWLYLGDGH� SDUD� D� SURWHtQD� p�

DR� &(&� GH� JUDX� �� H� VXEWLSR� DFDQWROtWLFR� �)LJXUD� �+��� $�

GD�UHDomR��)LJXUD��*���
)LJXUD�����([SUHVVmR�GD�$1;$��HP�FDUFLQRPDV�FXWkQHRV��$1;$��HP�SHOH�QRUPDO� �$��� � 1R� FDUFLQRPD� EDVRFHOXODU� �&%&�� �%�� H� QR� HVSLQRFDUFLQRPD��&(&��GH�JUDXV����'��H����)��D�LPXQRUUHDWLYLGDGH�p�GLPLQXtGD��(QTXDQWR�QR�&(&�GH�JUDX����&��H�QR�VXEWLSR�DFDQWROtWLFR��)��RFRUUH�VXSHUH[SUHVVmR�GD�SURWHtQD��$XVrQFLD�GH�LPXQRUUHDWLYLGDGH�QR�FRQWUROH�GD�UHDomR��*���&RQWUD��FRORUDomR��+HPDWR[LOLQD��%DUUDV����P��$QiOLVHV�GHQVLWRPpWULFDV��+���9DOR�UHV�FRPR�PpGLD��6�(�0�


S�������YV ���S�������YV�&%&��
			S�������YV �S������YV�&(&�JUDX���� �S������YV�&(&�JUDX��

2V� HVWXGRV� GD� H[SUHVVmR� GDV� 003�� H� 003��
PRVWUDUDP� PRGXODomR� GD� LPXQRUUHDWLYLGDGH� SDUD� HVVDV�
003V�� $V� DQiOLVHV� GH� H[SUHVVmR� GD� 003�� PRVWUDUDP�
UHVXOWDGRV� VHPHOKDQWHV� DRV� HQFRQWUDGRV� SDUD� D� $1;$���
FRP�VXSHUH[SUHVVmR�GD�003��QR�&(&�GH�JUDX����)LJXUD�
�%�� H� VXEWLSR� DFDQWROtWLFR� �)LJXUD� �'��� FRPSDUDGRV� DRV�
RXWURV�JUDXV�GH�&(&��)LJXUDV��%�H�&��H��HVSHFLDOPHQWH��j�
SHOH�QRUPDO�H�&%&��S���������)LJXUDV��$�H�+��
)LJXUD��� ��([SUHVVmR�GD�003��HP�FDUFLQRPDV�FXWkQHRV��1R�FDUFLQRPD�EDVRFHOXODU� �&%&�� �$�� H� QR� HVSLQRFDUFLQRPD� �&(&�� GH� JUDXV� �� �%�� H� ���&�� D� LPXQRUUHDWLYLGDGH� p� GLPLQXtGD�� 6XSHUH[SUHVVmR� QR� &(&� GH� JUDX� ���%�� H�QR� VXEWLSR� DFDQWROtWLFR� �(���&RQWUD�FRORUDomR��+HPDWR[LOLQD��%DUUDV�

YV ���S�������YV 			S�������YV��S������YV�&(&�JUDX���� �S������YV�&(&�JUDX��

'LIHUHQWH� GD� LPXQRUUHDWLYLGDGH� SDUD� 003���
TXH� DFRPSDQKRX�R� SDGUmR� GH� H[SUHVVmR� GD�$1;$��QDV�

�S�������QR�&(&�GH�JUDX����)LJXUD��'���FRPSDUDGR�j�SHOH�
QRUPDO��&%&��)LJXUD��$��H�VXEWLSR�DFDQWROtWLFR��)LJXUDV��(�
H�)��
)LJXUD�����([SUHVVmR�GD�003��HP�FDUFLQRPDV�FXWkQHRV��0HQRU�H[SUHVVmR�QR�FDUFLQRPD�EDVRFHOXODU��&%&���$��H�QR�HVSLQRFDUFLQRPD��&(&��GH�JUDXV����%��H����&���$XPHQWR�QD�H[SUHVVmR�QR�&(&�GH�JUDX����%��H�QR�VXEWLSR�DFDQWROtWLFR� �(��� &RQWUD�FRORUDomR�� +HPDWR[LOLQD�� %DUUDV� ���P�� $QiOLVHV�YV
�S������YV S������YV�&(&�JUDX��

�� ([SUHVVmR�GH�PHWDORSURWHLQDVHV�GH�PDWUL]�H�DQH[LQD�$�HP�WXPRUHV�GH�SHOH�GH�GLIHUHQWHV�JUDXV�GH�PDOLJQLGDGH



',6&866­2
(PERUD� R� SURJUHVVR� DOFDQoDGR� SDUD� QRYRV�

GLDJQyVWLFRV�H�WUDWDPHQWRV�WHQKD�OHYDGR�DR�GHFOtQLR�GD�WD[D�
GH�PRUWDOLGDGH��R�FkQFHU�FRQWLQXD�VHQGR�XPD�GDV�PDLRUHV�
FDXVDV� GH� PRUWH� QRV� SDtVHV� LQGXVWULDOL]DGRV�� 2� PHOKRU�
HQWHQGLPHQWR�GDV�LQWHUDo}HV�HQWUH�DV�FpOXODV�QHRSOiVLFDV�
H� PLFURDPELHQWH� WXPRUDO� SRGHUi� RULJLQDU� QRYRV� DOYRV�
ELROyJLFRV� QD� LQWHUYHQomR� WHUDSrXWLFD� GR� FkQFHU� GH� SHOH�
KXPDQR��

1R�SUHVHQWH�HVWXGR��PRVWUDPRV�TXH�D�H[SUHVVmR�
GHVUHJXODGD�GD�SURWHtQD�$1;$��SRGH�HVWDU�UHODFLRQDGD�jV�

H�LQYDVmR�WXPRUDLV�QRV�FDUFLQRPDV�FXWkQHRV�
$V� DQiOLVHV� LPXQR�KLVWRTXtPLFDV� GRV� WXPRUHV�

GH� SHOH� PRVWUDUDP� H[SUHVVmR� GD� $1;$�� HP� WRGDV� DV�
FRQGLo}HV� FOtQLFDV� HVWXGDGDV�� $V� LPXQRPDUFDo}HV� IRUDP�
UHGX]LGDV� QR� &%&�� FRQGLomR� EHQLJQD�� H� DXPHQWDGDV�
QR� &(&�� PDLV� DJUHVVLYR� H� SRWHQFLDOPHQWH� PDOLJQR�� R�
TXH� SRGH� HVWDU� UHODFLRQDGR� D� SURFHVVRV� GH� SUROLIHUDomR�
FHOXODU����&RQWXGR��R�DXPHQWR�QD�H[SUHVVmR�GD�SURWHtQD�IRL�
REVHUYDGR�QRV�WXPRUHV�GH�JUDX���H�QR�VXEWLSR�DFDQWROtWLFR��
FRP�UHGXomR�QD�H[SUHVVmR�GD�SURWHtQD�QRV�FDUFLQRPDV�GH�
JUDXV���H����LQGLIHUHQFLDGRV�H�PDLV�LQYDVLYRV��$�H[SUHVVmR�
GHVUHJXODGD� GD� SURWHtQD� LQGLFD� HQYROYLPHQWR� GD� $1;$��
QD�FDUFLQRJrQHVH��2XWURV�HVWXGRV�WrP�DVVRFLDGR�D�$1;$��
FRP�D�SURJUHVVmR�HP�DOJXQV�WXPRUHV�LQYDVLYRV��VXJHULQGR�

HSLWHOLDLV�������1R�HQWDQWR��RV�PHFDQLVPRV�PROHFXODUHV�SHORV�
TXDLV�D�$1;$��PRGXOD�HVVDV�UHVSRVWDV�FHOXODUHV�QmR�HVWmR�
FRPSOHWDPHQWH� GHWHUPLQDGRV�� (P� XPD� LQYHVWLJDomR���

UHDOL]DGD�FRP�����SDFLHQWHV�SRUWDGRUHV�GH�FDUFLQRPD�RUDO��
IRL�GHPRQVWUDGD�HOHYDGD�H[SUHVVmR�GD�$1;$��QR�Q~FOHR�
GDV�FpOXODV�HSLWHOLDLV�WXPRUDLV��FRUUHODFLRQDQGR�FRP�SREUH�
SURJQyVWLFR��

3RU�RXWUR�ODGR��DOJXQV�SHVTXLVDGRUHV�REVHUYDUDP�
GLPLQXLomR� QD� H[SUHVVmR� GD� $1;$�� QD� PHPEUDQD�
SODVPiWLFD� QR� FDUFLQRPD� GH� ODULQJH�� IDULQJH� H� RUDO��
PRVWUDQGR� D� GHVUHJXODomR� GD� H[SUHVVmR� GD� SURWHtQD�
$1;$��QD�GLIHUHQFLDomR�GDV�FpOXODV�HSLWHOLDLV�WXPRUDLV�������
(PERUD� RFRUUD� GLPLQXLomR� QD� H[SUHVVmR� GD� $1;$�� QDV�
FpOXODV�WXPRUDLV�GH�ODULQJH���R�WUDWDPHQWR�FRP�R�SHSWtGHR�

FHOXODU�GH�FkQFHU�GH�ODULQJH��+HS�����UHVXOWRX�QR�DXPHQWR�
GD� H[SUHVVmR� GD� $1;$�� H� QD� LQLELomR� GR� FUHVFLPHQWR�
WXPRUDO�� VXJHULQGR� XP� SDSHO� UHJXODWyULR� GHVWD� SURWHtQD�
QR�GHVHQYROYLPHQWR�GR�FkQFHU�GH�ODULQJH��(P�XPD�RXWUD�

LQYHVWLJDomR� WDPEpP� HP� FDUFLQRPD� HSLGHUPRLGH� GH�
ODULQJH��� IRL� LQGLFDGR� TXH� D� $1;$�� SRGH� FRQWULEXLU� QD�
UHJXODomR�GR�FUHVFLPHQWR� WXPRUDO�H�PHWiVWDVH�SRU�PHLR�
GH�PHFDQLVPRV� SDUiFULQRV�PHGLDGRV� SHOR� UHFHSWRU� SDUD�
SHSWtGHRV�IRUPLODGRV��)35����

3DUHFH�TXH�D�$1;$��SRGH�H[HUFHU�DOJXPD�IXQomR�
VXSUHVVRUD� GH� WXPRU�� SRLV� QtYHLV� DXVHQWHV� RX� UHGX]LGRV�
GHVVD� SURWHtQD� WrP� VLGR� REVHUYDGRV� HP� YiULRV� WLSRV� GH�
FkQFHUHV�� LQFOXLQGR� OLQIRPDV�GH�FpOXODV�%��FDUFLQRPDV�GH�
HV{IDJR��DOpP�GH�FkQFHU�GH�PDPD���$OpP�GLVVR��D�IDOWD�GH�
$1;$�� QR� WXPRU�� LQGX]LGD� SRU� DJHQWHV� TXLPLRWHUiSLFRV��
WRUQD� DV� FpOXODV� WXPRUDLV� UHVLVWHQWHV� D� DSRSWRVH����
VXJHULQGR� HVVD� SURWHtQD� FRPR�XP�ELRPDUFDGRU� QHJDWLYR�
QR�GHVHQYROYLPHQWR�H�QD�SURJUHVVmR�GR�FkQFHU�

1D�VHTXrQFLD�GR�HVWXGR��DYDOLDPRV�D�H[SUHVVmR�
GH� 003�� H� 003��� DVVRFLDQGR� j� H[SUHVVmR� GD� $1;$���
1RVVDV� REVHUYDo}HV� UHYHODUDP� H[SUHVVmR� UHGX]LGD� GD�
003��QD�SHOH�QRUPDO�H�&%&�H�DXPHQWR�QD�H[SUHVVmR�GD�
HQGRSHSWLGDVH�QR�&(&�GH�JUDX���H�QR�VXEWLSR�DFDQWROtWLFR��
PHVPDV� YDULDQWHV� FOtQLFR�SDWROyJLFDV� RQGH� RFRUUHX�
VXSHUH[SUHVVmR� GD� $1;$�� H�� SRUWDQWR�� LQGLFDP� SDGUmR�
VHPHOKDQWH�QD�H[SUHVVmR�GD�003��FRP�UHODomR�j�$1;$���
'LIHUHQWHPHQWH�� D� 003�� PRVWURX� WHQGrQFLD� D� DXPHQWR�
QRV� &(&V� GH� WRGRV� RV� JUDXV�� HVSHFLDOPHQWH� QR� &(&� GH�
JUDX����

$V� 003V� VmR� HVVHQFLDLV� SDUD� D� UHPRGHODomR�
GD� PDWUL]� H[WUDFHOXODU� H� VXD� VXSHUH[SUHVVmR� IDFLOLWD� R�

HOiVWLFDV���$�VXSHUH[SUHVVmR�GD�003��HP�PRGHOR�DQLPDO�
GH�SDSLORPDV�FXWkQHRV�WDPEpP�PRVWURX�DXPHQWR�GHVVDV�
JHODWLQDVHV��HVSHFLDOPHQWH�GD�003�����$LQGD��R�DXPHQWR�
QD�H[SUHVVmR�GH�003��HP�&(&�FRPSDUDGR�D�&%&�WDPEpP�
IRL� REVHUYDGR� HP� RXWUD� LQYHVWLJDomR� XVDQGR� ELySVLDV�
KXPDQDV����$�DVVRFLDomR�GD�$1;$��FRP�003V�WDPEpP�IRL�
GHPRQVWUDGD�QDV�FpOXODV�+HS���GH�WXPRU�HSLGHUPRLGH�GH�
ODULQJH��WUDWDGDV�FRP�R�SHSWtGHR�PLPpWLFR�GD�$1;$�����R�
TXDO�UHGX]LX�D�H[SUHVVmR�GD�003��H�DXPHQWRX�GD�003���
(VWXGRV� PRVWUDP� TXH�� GHSHQGHQGR� GR� WLSR� GH� FpOXOD�
FDQFHURVD�� D� $1;$�� H� R� VHX� SpSWLGR� SRGHP� HVWLPXODU�
GLIHUHQWHV�YLDV�GH�VLQDOL]DomR�SDUD� LQGX]LU�D�SUROLIHUDomR��
UHVLVWrQFLD�D�DSRSWRVH��DQJLRJrQHVH�SRU�PHLR�GH�IDWRUHV�
GH�FUHVFLPHQWR�H�PHGLDGRUHV�FHOXODUHV�H�D�LQYDVmR�SHODV�
003V����'HVVH�PRGR��QRVVRV�GDGRV�HQIDWL]DP�TXH�D�$1;$��
SRGH�DIHWDU�D�H[SUHVVmR�GDV�003V�GXUDQWH�R�SURFHVVR�GH�
FDUFLQRJrQHVH�

��([SUHVVmR�GH�PHWDORSURWHLQDVHV�GH�PDWUL]�H�DQH[LQD�$�HP�WXPRUHV�GH�SHOH�GH�GLIHUHQWHV�JUDXV�GH�PDOLJQLGDGH



&21&/86®(6
$�H[SUHVVmR�GHVUHJXODGD�GD�$1;$��QR�&(&�SRGH�

HVWDU�FRUUHODFLRQDGD�jV�003��H�003���FRQWULEXLQGR�FRP�

SURFHVVRV�GH�SUROLIHUDomR�FHOXODU��UHPRGHODomR�GR�HVWURPD�
H�LQYDVLYLGDGH�WXPRUDO�

GH� FkQFHU� QR� %UDVLO�� 5LR� GH� -DQHLUR�� ,QVWLWXWR� 1DFLRQDO� GR� &kQFHU�

�� 6RX]D�&)'��0HQHJRWWR�3)��6KLEXH� -57��7KRPp�(3��6FKLPLWW� -9��7DUOp�
JrQHUR�� D� LGDGH�H�R�SDGUmR�KLVWROyJLFR��XP�HVWXGR� UHWURVSHFWLYR�GH�

�� 6FDQDYLQL� 5&�� (VWXGR� GRV� IDWRUHV� SURJQyVWLFRV� GR� FDUFLQRPD�
�63��� 8QLYHUVLGDGH� (VWDGXDO� GH� &DPSLQDV�� )DFXOGDGH� GH� &LrQFLDV�

�� 8WLNDO�-��6FKDGHQGRUI�'��8JXUHO�6��6HURORJLF�DQG�LPPXQRKLVWRFKHPLFDO�
SURJQRVWLF�ELRPDUNHUV�RI�FXWDQHRXV�PDOLJQDQFLHV��$UFK�'HUPDWRO�5HV��

�� *DOiQ�,��/DVR�$5��*DxiQ�/'��&iPDUD�(��3UHYDOHQFH�DQG�FRUUHODWHV�RI�

PHWDOORSURWHLQDVHV� LQ� FDQFHU� SURJUHVVLRQ� DQG� WKHLU� SKDUPDFRORJLFDO�

�������������
�� 'H�:HYHU�2��0DUHHO�0��5ROH�RI�WLVVXH�VWURPD�LQ�FDQFHU�FHOO�LQYDVLRQ��-�

�� 6LOLVWLQR�6RX]D�5��5RGULJXHV�/LVRQL�)&��&XU\�30��0DQLJOLD�-9��5DSRVR�
/6��7DMDUD�(+��HW�DO��$QQH[LQ����GLIIHUHQWLDO�H[SUHVVLRQ� LQ� WXPRU�DQG�

��� *DVWDUGHOR�76��&XQKD�%5��5DSRVR�/6��0DQLJOLD�-9��&XU\�30��/LVRQL�)&5��

��� /LP�/+.��3HUYDL]�6��$QQH[LQ����WKH�QHZ�IDFH�RI�DQ�ROG�PROHFXOH��)$6(%�

��� %RXGKUDD�=��%RXFKRQ�%��9LDOODUG�&��'¶,QFDQ�0��'HJRXO�)��$QQH[LQ�$��
��������������

��� /L]DUEH� 0$�� %DUUDVD� -,�� 2OPR� 1�� *DYLODQHV� )�� 7XUQD\� -�� $QQH[LQ�
SKRVSKROLSLG�LQWHUDFWLRQV��)XQFWLRQDO�LPSOLFDWLRQV��,QW�-�0RO�6FL�������

��� 3HUH]�%&��GH�$OPHLGD�0$��&RVWD�66��*HURPHO�05��*LURO�$3��([SUHVVmR�
GLIHUHQFLDO�GD�SURWHtQD�$QH[LQD�$��HP�WXPRUHV�GH�SHOH�H�PDPD��&LrQF�

��� *XR�&��/LX�6��6XQ�0=��3RWHQWLDO�UROH�RI�$Q[D��LQ�FDQFHU��)XWXUH�2QFRO��

��� /LQ�&<��-HQJ�<0��&KRX�+<��+VX�+&��<XDQ�5+��&KLDQJ�&3��HW�DO��1XFOHDU�
ORFDOL]DWLRQ�RI�DQQH[LQ�$��LV�D�SURJQRVWLF�IDFWRU�LQ�RUDO�VTXDPRXV�FHOO�

��� 3HGUHUR�-0*��)HUQDQGH]�03��0RUJDQ�52��=DSDWHUR�$+��*RQ]DOH]�09��
6XDUH]�1LHWR�&��HW�DO��$QQH[LQ�$��GRZQ�UHJXODWLRQ�LQ�KHDG�DQG�QHFN�
FDQFHU�LV�DVVRFLDWHG�ZLWK�HSLWKHOLDO�GLIIHUHQWLDWLRQ�VWDWXV��$P�-�3DWKRO��

��� 5RGULJR� -3�� *DUFLD�3HGUHUR� -0�� )HUQDQGH]� 03�� 0RUJDQ� 52�� 6XiUH]�
&�� +HUUHUR� $�� $QQH[LQ� $�� H[SUHVVLRQ� LQ� QDVRSKDU\QJHDO� FDUFLQRPD�

��� 1RPXUD�+��8]DZD�.�� <DPDQR�<�� )XVKLPL� .��1DNDVKLPD�'�� .RX]X� <��
HW� DO�� 'RZQ�UHJXODWLRQ� RI� SODVPD� PHPEUDQRXV� $QQH[LQ� $�� SURWHLQ�
H[SUHVVLRQ� LQ�SUHPDOLJQDQW�DQG�PDOLJQDQW� OHVLRQV�RI� WKH�RUDO� FDYLW\��
FRUUHODWLRQ� ZLWK� HSLWKHOLDO� GLIIHUHQWLDWLRQ�� -� &DQFHU� 5HV� &OLQ� 2QFRO��

��� 6XEUDPDQLDQ� 9�� 9HQNDWHVDQ� %�� 7XPDOD� $�� 9HOODLFKDP\� (�� 7RSLFDO�

��� GH� 2OLYHLUD� 3RVZDU� )�� GH� &DUYDOKR� )UDJD� &$�� *RPHV� (6�� )DULDV� /&��
6RX]D�/:��6DQWRV�6+��HW� DO�� 3URWHLQ�H[SUHVVLRQ�RI�003���DQG�07���
003� LQ� DFWLQLF� NHUDWRVLV�� VTXDPRXV� FHOO� FDUFLQRPD� RI� WKH� VNLQ�� DQG�

5()(5Ç1&,$6

�� ([SUHVVmR�GH�PHWDORSURWHLQDVHV�GH�PDWUL]�H�DQH[LQD�$�HP�WXPRUHV�GH�SHOH�GH�GLIHUHQWHV�JUDXV�GH�PDOLJQLGDGH


