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ANALISE DA CICATRIZACAO NA PELE DE COELHOS APOS TRATAMENTOS
DE BIOMATERIAIS ASSOCIADOS A PROTEINA DO LATEX NATURAL DA
SERINGUEIRA (Hevea brasiliensis)

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de cicatrizacao de
uma fragédo de proteina extraida do latex da seringueira em diferentes concentragées
(0,01% e 0,001%) associada a diferentes biomateriais (Fibracol plus® e &cido
hialurénico a 1%). Utilizaram-se 36 coelhos albinos da raca Nova Zelandia Branco
submetidos a realizagdo de 4 feridas em cada orelha. Dividiu-se o experimento em
etapas de acordo com a andlise do periodo pés-operatorio (32, 79, 14° e 21° dias),
sendo utilizados 9 animais para cada etapa. Na primeira etapa (3% dia de péds-
operatorio), os animais foram numerados aleatoriamente de 1 a 9, sendo que em 3
animais, nas orelhas esquerdas, as feridas foram tratadas com solugao salina (T1) e
nas orelhas direitas, as feridas foram tratadas com membrana de Fibracol plus® +
FrHb1 a 0,01% (T2). Em outros 3 animais, realizaram-se 0s mesmos procedimentos,
diferenciando os tratamentos, onde nas feridas das orelhas esquerdas o tratamento
foi com Fibracol plus® (T3) e nas feridas das orelhas direitas Fibracol plus® + FrHb1
a 0,001% (T4). Nos 3 animais restantes, seguiram-se 0os mesmos procedimentos,
inserindo nas feridas das orelhas esquerdas acido hialurénico a 1% + FrHb1 a
0,01% (T5) e nas feridas das orelhas direitas acido hialurénico a 1% + FrHb1 a
0,001% (T6). Os animais foram sacrificados no 3° dia de pés-operatério e as feridas
foram analisadas macroscopicamente € em seguida separadas para a andlise
histolégica. Estes procedimentos foram repetidos para as etapas de 7, 14 e 21 dias
de poés-operatério. Os segmentos de tecidos com as feridas foram fixados em
solucdo de Bouin por 24 horas, e processados rotineiramente, para inclusdo em
paraplast e posterior avaliagcdo histolégica e morfométrica. A morfometria foi



realizada por meio do sistema analisador de imagens IMAGE PRO- PLUS' e a
avaliagdo da cicatrizacao foi feita pela contagem de fibroblastos e leucécitos. Os
dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica (ANOVA e teste de Tukey a
5%). De acordo com os resultados obtidos nesta investigacao, foi observado que os
tratamentos com a fracdo de proteina extraida do latex (FrHb1) associada ao acido
hialurénico a 1% propiciaram a obten¢do de melhores resultados na cicatrizagéo das

feridas em relacdo aos demais tratamentos avaliados.

Palavras-chave: biomaterial, cicatrizagao, coelhos, fibroblastos, latex, leucocitos

® Johnson &,J ohnson Medical Ltda. Gargrave, Gra-Bretanha
" Image PRO-PLUS- Cybernetics- CA-USA



ANALYSIS OF WOUND HEALING IN THE SKIN OF RABBITS AFTER
TREATMENTS OF BIOMATERIALS ASSOCIATED TO THE PROTEIN OF THE
NATURAL LATEX OF RUBBER TREES (Hevea brasiliensis)

SUMMARY - The aim of this study was to evaluate the potential for healing of a
fraction of protein extracted from the latex of rubber trees in different concentrations
(0.01% and 0.001%) associated with various biomaterials (Fibracol plus®' and
hyaluronic acid to 1%). There were used 36 New Zealand White rabbits underwent
achievement of 4 wounds on each ear. The experiment was divided into stages
according to the analysis of the postoperative period (3, 7, 14 and 21 days), and 9
animals used for each step. In the first stage (day 3 post-surgery), animals were
randomly numbered from 1 to 9, with 3 animals in the left ear, the wounds were
treated with saline (T1) and the right ear, the wounds were treated with membrane of
Fibracol plus® + FrHb1 to 0.01% (T2). In 3 other animals, the same procedures were
held, differing treatments, where the wounds of the left ear they were treated with
Fibracol plus® (T3) and the wounds of the right ears Fibracol Plus® + FrHb1 to
0.001% (T4). In the 3 remaining animals, there was followed by the same procedures,
including the ears wounds hyaluronic acid at 1% + FrHb1 to 0.01% (T5) and right ears
wounds of hyaluronic acid 1% + FrHb1 a 0.001% (T6). The animals were sacrificed at
3 days postoperatively and the wounds were examined macroscopically and then
separated for histological analysis. These procedures were repeated on the steps of
7, 14 and 21 days postoperatively. The segments of the injured tissues were fixed in
Bouin solution for 24 hours and routinely processed for inclusion in paraplastic and
subsequent histologic and morphometric evaluation. The morphometry was
performed using the image analyzing system (Image Pro-PLUS?) and the evaluation
of healing was done by enumeration of leukocytes and fibroblasts. The data were
subjected to statistical analysis (ANOVA and Tukey test at 5%). According to the
results and methodology used in this experiment, it was observed that the treatment

! Johnson & Johnson Medical Ltda. Gargrave, Gra-Bretanha
% Image PRO-PLUS- Cybernetics- CA-USA



with the fraction of protein extracted from the latex (FrHb1) associated with hyaluronic
acid to 1% provided better results in healing of wounds in relation to other evaluated
treatments.

Keywords: biomaterial, healing, rabbits, fibroblasts, latex, leukocytes



1. INTRODUCAO

1.1. Cicatrizacao

A cicatrizacao tem sido amplamente estudada e abordada em diferentes linhas
de pesquisa com o objetivo de otimiza-la, abrangendo aspectos diversos como, por
exemplo, fisiopatologia, fatores de risco, drogas anti-inflamatérias e substancias
quimicas que possam interagir com a cicatrizagdo. A procura de novos
procedimentos cirurgicos e/ou novas drogas que possam interferir nesse processo
tornou-se quase uma obsessao nos dias atuais (BRITO FILHO et al., 2006).

A cicatrizacao de feridas € composta por uma série de estagios complexos,
interdependentes e simultaneos e por eventos celulares e moleculares que interagem
para que ocorra a restauracdo tecidual (ORTONNE & CLEVY, 1994). E um
fendbmeno que visa restabelecer a integridade morfolégica e funcional de qualquer
tecido ou 6rgdo lesado. Além disto, € um processo fisioldgico que se inicia com
resposta inflamatéria aguda, manifestada através de edema e exsudato seroso rico
em leucocitos (ABLA & ISHIZUKA, 1995).

O processo cicatricial € dividido em fases: coagulagédo, inflamacao,
proliferacao (angiogénese, fibroplasia e epitelizagdo), contragdo e remodelacéo,
devido a extrema complexidade e interagéao de seus eventos (HUNT, 1990).

» Fase de coagulacao: o inicio € imediato apds o surgimento da ferida. Esta fase
depende da atividade plaquetaria e da cascata de coagulagdao (TERKELTAUB &
GINSBERG, 1998).

» Fase de inflamacao: caracteriza-se pela presencga de eritema, calor, edema e dor.
Ocorre a chegada dos polimorfonucleares, responsaveis pela fagocitose, incluindo-
se, outrossim, o macrofago que € a célula inflamatéria mais importante desta fase.
Além das células inflamatérias e dos mediadores quimicos, esta fase conta com o
importante papel da fibronectina, que é sintetizada por fibroblastos, queratinécitos e
células endoteliais, aderindo-se a fibrina e ao coldgeno, servindo como cola para



consolidar o coagulo de fibrina (DIEGELMANN et al., 1981).

+ Fase de proliferacao: é decisiva na vascularizacao do “espago morto” localizado
entre as bordas da ferida. A atividade proliferativa vascular €& seguida por
fibroplasia e acumulo de fibras colagenas produzidas pelos fibroblastos
(ALVARES, 1972; ESPEY, 1980). A neovascularizacdo (angiogénese) é essencial
para o suprimento de oxigénio e nutrientes no local da ferida, para que ocorra
cicatrizacdo adequada (MANDELBAUN, 2003). Nesta fase ha migragdo de
queratinécitos ndo danificados das bordas das feridas e dos anexos epiteliais
(CHRISTOPHER, 1972). Fatores de crescimento sdo 0s provaveis responsaveis
pelos aumentos das mitoses e hiperplasia do epitélio, provocando epitelizacdo do

local da injaria tecidual (CHRISTOPHER, 1972).

 Fase de contracao: € o movimento centripeto das bordas da ferida (STEGMAN et
al., 1982).

» Fase de remodelacao: esta relacionada a reformulacdes das fibras colagenas e
reabsorcao de agua que sédo eventos que permitem maior conexao, o que aumenta a
forca da cicatriz e diminui sua espessura (DOILLON et al., 1985).

Durante a evolugdo do processo de reparo, foi observado que existe o
envolvimento de mediadores derivados da circulacdo (fracbes livres do
complemento, fatores de coagulagdo, moléculas do sistema fibrinolitico e
hormdnios), cininas (histamina, bradicinina e serotonina), mediadores proteicos
(citocinas, fatores de crescimento, neuropeptidios e estruturas da matriz extracelular)
e mediadores lipidicos (eicosandides). Observa-se entre eles grande diversidade de
natureza quimica, fontes produtoras e forma de influéncia sobre as células. A
concentracdo elevada de alguns mediadores, assim como a auséncia de outros,
pode comprometer seriamente o reparo dos tecidos (BALBINO et al., 2005).

Os principais mediadores que atuam no processo cicatricial sdo os fatores de
crescimento, que sao proteinas que se ligam aos receptores da superficie celular,

ativando a proliferagéo e/ou diferenciagao celular. Muitos fatores de crescimento séo



versateis, estimulando a divisdo celular em diferentes tipos de células, enquanto
outros sédo especificos para um tipo particular de célula. A ligagdo aos receptores
presentes na superficie da célula alvo emite um sinal que atravessa a membrana
citoplasmatica e efetua um comando celular ou nuclear. Estes processos, muitas
vezes, sao basicos no funcionamento da célula, tais como: angiogénese,
mitogénese, transcricdo genética, entre outros (FITZPATRICK, 2005).

O fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) € um potente ativador
de células de origem mesenquimal, estimulador da quimiotaxia e proliferacao celular,
expressao de novos genes nos mondcitos, macréfagos e fibroblastos e acelera a
deposicao de matriz extracelular (PIERCE, 1991).

A familia do fator de crescimento de fibroblastos (FGF) é composta de 22
membros estruturalmente relacionados (ORNITZ, 2001). A maioria dos membros
desta familia possui amplo espectro de acdo mitogénica, estimulando a proliferacao
de células de origem mesodérmica, ectodérmica e endodérmica (WERNER, 1998).
Sao mitogénicos também para varios tipos celulares presentes no tecido lesado,
incluindo fibroblastos e queratincitos (ABRAHAM, 1996).

O fator de crescimento epidérmico (EGF) € um potente estimulador da
epitelizagédo, que promove a formacao do tecido de granulacao e também estimula a
motilidade dos fibroblastos para a area lesionada (HONG et al., 2006).

O fator de crescimento vasculo endotelial (VEGF) foi identificado como o
principal regulador da angiogénese durante o desenvolvimento (GALE, 1999). Os
macréfagos e o0s queratindcitos da regido em reparo aumentam de forma
pronunciada a expressao génica de VEGF (FRANK et al., 1995) e seus receptores
estdo aumentados nos vasos sanguineos do tecido de granulagdo (LAUER et al.,
2000). Esta hipétese foi reforgcada pela demonstracdo de que sua neutralizagdo por
anticorpos anti-VEGF reduz a angiogénese, diminui a formagdo de tecido de
granulagdo e o acumulo de fluidos em regidbes que sofreram a leséo
(HOWDIESHELL et al., 2001).

As moléculas da familia do fator de crescimento transformador- (TGF-B) séo
agentes quimiotaticos para neutrofilos e macrofagos (ASSOIAM et al., 1983). Além

das atividades quimioatraentes dos membros dessa superfamilia, eles possuem



papel importante na fibroplasia, pois sao mitogénicos para fibroblastos, porém
inibidores dos queratinécitos. O TGF-f também participa na diferenciacdo de
miofibroblastos e do processo de angiogénese (DESMOULIERE et al., 1993).

Muitas variaveis tanto de ordem geral como de ordem local também podem
influenciar esse longo e complexo processo cicatricial. Dos fatores gerais, interferem
a idade, o estado nutricional, alteragbes cardio-circulatérias e de coagulacado e
utilizacao de drogas sistémicas. Dos fatores locais podem interferir: 0 ambiente mais
ou menos contaminado no qual ocorre a ferida, infecgdo sistémica concomitante, uso
de drogas imunossupressoras tdpicas e ressecamento do leito da ferida
(MANDELBAUN, 2003).

1.2. Tecido Conjuntivo

Os tecidos conjuntivos sao responsaveis pelo estabelecimento e manutencao
da forma do corpo dos animais. Do ponto de vista estrutural, os componentes do
tecido conjuntivo podem ser divididos em trés classes: células, fibras e matriz
extracelular (substancia amorfa). A ampla variedade de tecidos conjuntivos reflete a
variacao na composi¢ao e na quantidade de seus trés componentes (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

Os tecidos conjuntivos sédo derivados do mesénquima, que por sua vez, é
derivado do mesoderma; sao constituidos por populacbes celulares heterogéneas,
separadas umas das outras por um vasto material extracelular (substancia
extracelular). Algumas de suas principais fungbes sao: isolamento do 6rgao,
protecao, nutricdo, regulacao térmica, regeneracao e reparagao tecidual. (BANKS,
1992).

Algumas das principais células envolvidas no processo cicatricial séo
produzidas no proprio tecido conjuntivo como os fibroblastos, fibrécitos e
miofibroblastos. Outras tais como os leucdcitos (neutréfilos e macrofagos) vém de
outras partes do organismo e podem habita-lo temporariamente (JUNQUEIRA &



CARNEIRO, 2008).

A principal célula envolvida na cicatrizagdo € o fibroblasto (PARENTEAU et al.,
1991; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Os fibroblastos sédo células formadoras
de fibras do tecido conjuntivo propriamente dito e encontradas com maior
freqliéncia. A funcao principal dos fibroblastos é manter a integridade dos tecidos
de sustentagdo, com a substituicdo lenta e continua dos componentes da matriz

extracelular (YOUNG & HEATH, 2000; EL-GHALBZOURI, 2002).

Na reparacao de feridas, observam-se células conhecidas como miofibroblastos
que estdo envolvidas no processo cicatricial pela producdo dos componentes da
matriz extracelular, participacdo na sintese da matriz extracelular, resisténcia e na
contracdo das feridas (GABBIANI, 2003) e desaparecem por apoptose

(DESMOULIERE et al., 1993).

Os leucécitos sao as células mais abundantes do sangue, € quando ocorre algum
rompimento no vaso sanglineo, um numero significativo deles é passivamente
coletado pelo trombo provisério. Apos este extravasamento passivo, os leucécitos
migram para a superficie da ferida para formar uma barreira contra invaséo de

microrganismos (ENGELHARD et al., 1998).

Os macréfagos sédo os primeiros agentes de defesa contra a presenca de material
particulado no interior do organismo, com papel na fagocitose € na remocao de

restos celulares (BANKS, 1992).



1.3. Biomateriais

A busca incansavel do ser humano por padrbes de vida superiores e
longevidade tem gerado cada vez mais a necessidade de alternativas para o reparo
e substituicdo de tecidos conjuntivos vitimados por traumas ou patogenias. A
bioengenharia de tecidos visa a regeneragao e/ou restauracao da funcéo dos 6rgaos
por meio da implantagéo de tecidos, células cultivadas fora do corpo e células que se
proliferam em uma matriz implantada (VATS et al., 2003).

Até o presente momento, ndo ha modelo de biomaterial que substitua
completamente a pele na sua anatomia, fisiologia e estabilidade bioldgica. Os
biomateriais para substituicdo de tecidos devem: ser de facil manuseio, facil
aplicagéo, aderente, estéril, ndo toxico, produzir minima reagédo inflamatdria,
angiogénico e de baixo custo (METCALFE et al, 2006).

O termo biomaterial compreende qualquer substéncia ou combinagdo de
substancias de origem natural ou sintética, idealizada para substituir, no todo ou em
parte, sistemas biolégicos que deixaram de ter suas fungdes (WILLIAN, 1987).

Biomateriais utilizados como matriz extracelular artificial incluem aqueles
manufaturados sinteticamente. Alguns exemplos de biomateriais naturais incluem os
polipeptidios, hidroxiapatita, &cido hialurénico, glicosaminoglicanas, fibronectina,
colageno, quitosana e alginato. Esses materiais tém a vantagem de ser de baixa
toxicidade e baixa resposta inflamatéria e podem ser combinados em compdsitos
com outro material natural ou material sintético, podendo ser degradados
naturalmente pelas enzimas (VATS, 2003).

A escolha do biomaterial apropriado visa a promocao de ambiente favoravel

ao crescimento celular e a aceleracdo da cicatrizagao (BRYANT, 1992).

1.3.1. Fibracol plus® (colageno + alginato)

O fibracol plus® é um biomaterial a base de colageno e alginato. O colageno €

uma das proteinas mais abundantes nos animais, responsavel por manter a



integridade estrutural do 6rgao ou tecido e esta presente na pele, sendo sintetizado
principalmente por fibroblastos e miofibroblastos. Em tecidos como a pele, tenddes e
0ssos que sofrem tracdo, o coladgeno é organizado em fibras. O colageno Tipo | esta
presente na derme e na fascia dos tenddes, sendo um importante componente do
tecido cicatricial. O colageno tem sido utilizado em curativos de feridas para acelerar
a cicatrizagdo. As propriedades da matriz de colageno e alginato permitem rapido
fechamento da Ulcera venosa e diminuicdo de sua recorréncia (GUEDES &
AMARAL, 1998). TREMBLAY et al., (2005) utilizaram colageno + alginato (fibracol
plus®) em derme reconstruida, com indugao de angiogénese.

Os tipos de colagenos predominantes sao o tipo | (encontrado na pele e nos
0ss0s), tipo Il (encontrado nas cartilagens) e tipo Il predominante nas paredes dos
vasos sanguineos (RATNER et al., 1998).

O alginato é um polissacarideo natural abundante com potencial para a
producao de curativos e para a fabricacdo de biofilmes devido as suas propriedades
coloidais. E também biopolimero natural, heteropolissacarideo, constituido por
unidades de D-manurdnico e L-gulurénico, ligadas em 1,4, formando o acido alginico,
produzido pelas algas marrons como Laminaria digitata e Macrocystis pyriferaigiata.

O alginato na sua forma de sais de célcio ou de sédio tem sido utilizado como
hemostatico local de acao rapida, em curativos para a cicatrizacao de Ulceras e
feridas na pele (GILCHRIST & MARTIN, 1983).

1.3.2. Acido Hialurénico

E um polissacarideo linear, de ocorréncia natural, composto de unidades
dissacaridicas repetitivas formadas por ligagdes B-1,4 acido-D-glicurénico (8-1,3) N-
acetil-D-glicosamina (KNUDSON & KNUDSON, 2001).

O &cido hialurénico é uma substancia presente no organismo de todos o0s
animais e em alguns vegetais, e encontra-se em todos 0s 6rgaos do nosso corpo, em

diferentes proporcdes, sendo que a pele contém 56 % do total. No organismo



humano, esta substancia é responsavel pelo volume da pele, forma dos olhos e
lubrificacdo das articulagdes, sendo normalmente produzido e degradado (SEGURA
et al., 2005).

Como método terapéutico pode ser obtido a partir de animais ou a partir da
fermentacdo de bactérias gran negativas com grandes vantagens, uma vez que
permite a sua produgao em escala industrial e, por ndo possuir proteinas animais, a
reacao alérgica € menos comum (BROW & JONES, 2005).

Acido hialurénico soltvel tem sido utilizado em aplicacdes clinicas incluindo
cirurgia ocular, visco-suplementacao para artrite e cicatrizacao de feridas (ROSIER &
O'KEEF, 2000).

1.3.3. Latex Natural

O latex natural € um material extraido da seringueira (Hevea brasiliensis), e
devido as suas propriedades neoangiogénicas, adesao celular e formagdo de matriz
extracelular, vem sendo utilizado com sucesso em recobrimento de Ulceras, feridas
cirlrgicas e traumaticas (FRADE, et al., 2001). E de origem natural, tratando-se de
matéria prima nacional e de baixo custo, sem risco de transmissédo de patdgenos e
de grande aplicabilidade clinico-social (MAURICIO, 2006).

A biomembrana de latex da seringueira, com finalidade terapéutica foi
desenvolvida por COUTINHO-NETTO (2000)° no laboratério de Bioquimica da
Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto/SP e, no ano de 1996, foi
reportado o primeiro resultado da sua utilizacdo experimental como substituto do
esofago cervical de cdes (MRUE, 1996)

A biomembrana de latex apresenta aumento da permeabilidade e fluxo
vascular, quando banhada com polilisina, € possui menor risco de transmissdo de
doencas em relacdo aos materiais provenientes de tecidos animais (MRUE , 2000).

O processo cicatricial, de acordo com a literatura € complexo e caracterizado

3 COUTINHO-NETTO, J. (Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto — USP). Comunicag¢do pessoal 2000.



por seqUéncia concatenada de eventos morfofisioldgicos. Tendo em vista as
propriedades cicatrizantes de muitos biomateriais, com custo relativamente baixo e
de facil manipulagao, este trabalho teve como objetivo avaliar as potencialidades da
acao cicatricial da proteina extraida do latex natural em diferentes concentragées

associada a diferentes biomateriais.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Anatomia e fisiologia da pele

A pele recobre toda a superficie do corpo e é o seu maior 6rgdo. Continua-se
com as membranas mucosas que revestem os sistemas digestério, respiratério e
urogenital, nos locais onde estes se abrem para a superficie. E dividida em duas
camadas distintas, a epiderme e a derme, firmemente unidas entre si (SANTOS,
2000). As células da epiderme incluem os estratos basal ou germinativo, espinhoso,
granuloso, lucido (onde nao ha pelos) e corneo, além de melandcitos, células de
Merkel e células de Langerhans (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). A derme é a
camada mais profunda e é formada por tecido conjuntivo (SANTOS, 2000).

A epiderme organiza-se em camadas e, a medida que as mais superficiais sdo
eliminadas, as camadas mais profundas s&o restauradas por divisdo celular. A
camada germinativa € a mais profunda, e faz limite com a derme, e a camada cérnea
€ a mais superficial. A camada cérnea, constituida por células escamosas, cheias de
queratina, proporciona protegdo contra traumas fisicos e quimicos. As varias
camadas de queratinécitos intimamente unidos uns aos outros, fornecem barreira
contra a invasdao de microorganismos e agua. O pigmento melanina na epiderme,
protege os tecidos subjacentes dos efeitos nocivos da luz ultravioleta (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

A derme € uma espessa camada de tecido conjuntivo que se estende da
epiderme até o tecido subcutaneo. Nesta camada situam-se 0s anexos da pele,



muitos vasos sangiineos, vasos linfaticos e nervos e estd dividida em camada
papilar, mais externa, e camada reticular, mais interna. A derme contém muitos tipos
diferentes de células, incluindo fibroblastos e fibrocitos, macréfagos, mastécitos e
leucocitos provenientes do sangue, particularmente neutrofilos, eosindfilos, linfocitos
e mondcitos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Esta camada fornece uma base
firme para a epiderme e para os anexos cutaneos. As fibras coldgenas proporcionam
grande forga de tensdo e as fibras elasticas dao flexibilidade a pele. Os plexos
vasculares fornecem sangue para a epiderme, sem penetra-la. O controle realizado
pelo hipotdlamo e pelas fibras nervosas simpaticas sobre o fluxo sangiineo na
derme proporciona um mecanismo de termorregulacdo. As terminagcdées nervosas
sensoriais da derme mantém o individuo em contato com o meio ambiente (ARNOLD
et al., 1994).

2.2. Tecidos conjuntivos

O tecido conjuntivo é constituido por células bem diferenciadas e por
abundante material intercelular. Este material intercelular é formado por substancia
fundamental, também chamado de matriz e por elementos fibrilares. A substancia
fundamental é formada por agua e por macromoléculas alongadas, como as
glicosaminoglicanas, proteoglicanas, glicoproteinas e &acido hialurénico. Os
elementos fibrilares séo as fibras elasticas, fibras reticulares e fibras colagenas. Este
tecido possui vasos sangulineos, nervos e células sem justaposicao (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

Os tecidos conjuntivos sao responsaveis pela manutencao da forma do corpo
dos animais, sendo que o papel mecanico é dado pelo conjunto de moléculas
(matriz) que conecta as células e 6rgaos, dando desta maneira, suporte ao corpo
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Diferente de outros tipos de tecidos (epitelial, muscular e nervoso), que séao

formados principalmente por células, o principal constituinte do tecido conjuntivo € a



matriz extracelular. As matrizes extracelulares consistem em diferentes combinacdes
de proteinas fibrosas e de substancia fundamental. Substancia fundamental é um
complexo viscoso (glicosaminoglicanos e proteoglicanos) e glicoproteinas, que
fornece, desse modo, tenséo e rigidez a matriz (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

O tecido conjuntivo tem em sua composicao células, fibras e substancia
amorfa, variando sua composi¢cao de acordo com sua caracteristica, mostrando uma
notavel diversidade estrutural, funcional e patoldgica. Fibras, predominantemente
compostas de colageno, constituem tenddes, aponeuroses, capsulas de 6rgaos, e
membranas que envolvem o sistema nervoso central (meninges). As fibras também
constituem as trabéculas e paredes que existem dentro de varios 6rgaos, formando o
componente mais resistente do estroma (tecido de sustentacdo) dos 6rgdos. As
fibras sdo formadas por proteinas que se polimerizam formando estruturas muito
alongadas. Os trés tipos principais de fibras do tecido conjuntivo sdo as colagenas,
as reticulares e as elasticas. As fibras colagenas e as reticulares sao formadas pelo
colageno e as fibras elasticas sdo compostas principalmente pela elastina. O
colageno é o tipo mais abundante de proteina do organismo, representando 30% do
seu peso seco (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Os tecidos conjuntivos possuem numerosas fungdes: conectam um tecido ou
orgdo ao outro; mantém os 6érgdos suspensos da parede corporal ou de outros
orgaos; isolam os 6rgédos e os protegem das lesbes mecéanicas, sendo responsavel
pela forma dos érgaos e do corpo; protegem o organismo, pois possuem numerosas
células protetoras; podem ter a funcédo de disseminacao de agentes infecciosos por
toda uma regido. Além disso, atuam na nutricdo, regulagdo térmica, metabolismo
liguido e o armazenamento de reservas alimentares; sustentacdo, reparagdo e
regeneracao (BANKS, 1992).

As principais células envolvidas na cicatrizagdo do tecido conjuntivo podem
ser produzidas tanto no préprio tecido como podem vir de outras partes do
organismo, habitando-o temporariamente, sendo elas: fibroblastos, fibrdcitos,
miofibroblastos e leucdcitos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).



2.2.1. Fibroblastos

Sao células com funcéo de sintetizar fibras estruturais, proteinas como colageno,
elastina, glicosaminoglicanas e glicoproteinas. Os fibroblastos jovens séao
fusiformes, com longos processos celulares, ndcleo grande, oval, vesicular com
nucléolo evidente e com grande quantidade de citoplasma baséfilo. Sao

responsaveis pela secregao do pré-colageno (BANKS, 1992).

Estas células também estdo envolvidas na producdo de fatores de
crescimento, que controlam o crescimento e a diferenciagdo celular. Modulam sua
capacidade metabdlica refletindo na sua morfologia, onde, células com intensa
atividade de sintese sdo denominadas de fibroblastos, e células metabolicamente
quiescentes sdo conhecidas como fibrocitos. A capacidade regenerativa dos tecidos
conjuntivos é observada quando sado destruidos por lesdes inflamatérias ou
traumaticas. Nesses casos, ndo sao capazes de se regenerar € O reparo €
preenchido por um tecido que deixa uma cicatriz de tecido conjuntivo. A principal
célula envolvida na cicatrizagao € o fibroblasto (PARENTEAU, 1991; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

2.2.2. Fibrocitos

Sao menores do que os fibroblastos e possuem aspecto fusiforme com
poucos prolongamentos citoplasmaticos. Seu citoplasma € acidéfilo, com pouca
quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso. O nucleo é menor que do fibroblasto,
mais alongado e possui maior quantidade de cromatina quando comparado a célula
ativa (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Com estimulos adequados, como durante a cicatrizacdo, os fibrocitos



revertem-se para o estado de fibroblastos e miofibroblastos, reativando sua
capacidade de sintese (QUAN, 2004).

2.2.3. Miofibroblastos

Os miofibroblastos sdo células que exibem caracteristicas de fibroblastos e de
células musculares lisas; possuem a maioria das caracteristicas dos fibroblastos,
mas contém uma quantidade aumentada de filamentos de actina e miosina que séao
abundantes nas células musculares lisas. Sua atividade contratil auxilia no
fechamento das feridas, apods as lesées (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

2.2.4. Macroéfagos

Sao células fagocitérias residentes no tecido conjuntivo. Podem variar desde
células fusiformes na forma fixa, até células arredondadas ou ovais com processos
celulares durante suas atividades migratérias. Os macréfagos se originam dos
mondcitos. No interior do sistema vascular (intravascular), esta célula é chamada de
mondcito. Ao entrar no compartimento do tecido conjuntivo (extravascular) sao
denominados de macrofagos. Tem papel fundamental na fagocitose e na remocgéo de
restos celulares (BANKS, 1992), e também, conforme JUNQUEIRA & CARNEIRO
(2008) fagocitam elementos anormais da matriz extracelular, células neoplasicas
(cancerosas), bactérias e elementos inertes que penetram no organismo.

Os macréfagos dos tecidos podem proliferar-se localmente, produzindo
novas ceélulas. Os macrofagos estao distribuidos na maioria dos 6rgaos e constituem
o sistema fagocitario mononuclear. Em certas regides, os macréfagos recebem
nomes especiais, por exemplo, células de Kupffer no figado, microglia no sistema
nervoso central, células de Langerhans na pele e osteoclastos no tecido ésseo. O

processo de transformagdo de mondcito-macréfago resulta em um aumento no



tamanho da célula e em um aumento na sintese de proteina. Quando
adequadamente estimulados, os macréfagos podem aumentar de tamanho e se
arranjar em grupos formando células levemente semelhantes as epiteliais, ou ainda
varias células podem fundir-se para formar células gigantes do tipo corpo estranho.
Estes dois tipos especiais de células s6 sédo vistos em condi¢cdes patoldgicas.

Sao células secretoras capazes de produzir uma impressionante variedade
de substancias que participam nas funcdes de defesa (fagocitose) e reparo dos
tecidos (produgdo de citocinas e fatores de crescimento), na defesa imunologica
contra infeccdo e tumores; na producao extra-hepatica de bile, metabolismo de
gordura e ferro, na destruicdo de eritrécitos envelhecidos (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004), produgédo de citocinas, fatores de crescimento e angiogénese
(RAPPOLEE et al., 1988).

2.2.5. Neutrofilos

Caracterizam-se por possuirem nucleos formados por dois a cinco I6bulos
(mais freqiientemente trés I6bulos) ligados entre si por finas pontes de cromatina. A
célula muito jovem tem nucleo ndo segmentado em I6bulos, sendo chamada de
bastonete (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Sao constituintes normais dos tecidos conjuntivos, vindos do sangue por
migracdo (diapedese) através da parede de capilares e vénulas. A diapedese

aumenta durante as invasdes locais de microrganismos (BRINKMANN et al. 2004).

2.3. Cicatrizacao das feridas

A cicatrizagdo é um fen6bmeno complexo que visa restabelecer a integridade

morfolégica e funcional de qualquer tecido ou 6rgdo lesado. Consiste em uma



perfeita e coordenada cascata de eventos celulares e moleculares que interagem
para que ocorra a reconstituicdo do tecido (ORTONNE & CLEVY, 1994;
GILLTZER & GOEBELER, 2001; MARTIN & LEIBOVICH, 2005). A vascularizagao,
a capacidade de regeneracao da célula lesada e a influéncia hormonal também
podem contribuir para um maior ou menor grau de substituicdo destas células e
recuperacao funcional do 6rgao (LAZAROV & STRATIEV, 1993). A cicatrizacao é
um processo fisioldgico que se inicia com resposta inflamatéria caracterizada pelo
aumento do fluxo sanglineo, permeabilidade capilar, migracao de leucdcitos para
a regiao lesada e extravasamento de plasma, formando o exsudato inflamatério
(MODOLIN & BEVILACQUA, 1985; HILDEBRAND et al. 2005; MARTIN &
LEIBOVICH, 2005).
O processo cicatricial depende de varios fatores como o tipo de pele,
localizagdo anatdmica, idade (JULIA et al. 1992), estado de salde e nutricional do
paciente, alteracdes cardiocirculatérias e de coagulagdo, quadros sistémicos

infecciosos, uso de drogas sistémicas e ressecamento do leito da ferida durante a
cicatrizacao (MANDELBAUN et al. 2003).

2.3.1. Estagios do processo cicatricial de uma ferida

Diferentes classificacbes didaticas sao utilizadas por véarios autores para
facilitar o entendimento do processo cicatricial, processo esse que € dinamico e com
fases interdependentes e simultaneas. De uma maneira mais completa, essas fases
podem ser divididas em coagulagédo, inflamagéo, proliferagdo, contracdo e
remodelacao (FAZZIO, 2000).



2.3.1.1. Coagulacao

Ocorrida a lesdo e rompimento de vasos, a resposta imediata é a
vasoconstricgdo dos pequenos vasos da regidao afetada, devido a influéncia nervosa
(descargas adrenérgicas) e acdes de mediadores oriundos da degranulacdao dos
mastécitos (LEFKOVITS et al., 1995). Resposta essa que se prolonga por cinco a
dez minutos, sendo seguida por vasodilatacdo (MADDEN, 1972; SCHILLING, 1976;
SWAIM, 1980; JOHNSTON, 1981; PEACOCK, 1984). Essa fase depende da
atividade plaquetaria e da cascata de coagulagdo (TERKELTAUB, 1998). O resultado
dessa sequéncia é a formagdo do trombo hemostatico rico em plaquetas, que
provisoriamente tampona a lesdo endotelial (LEFKOVITS et al., 1995). Em seguida,
as plaquetas sado ativadas por um grande numero de substéncias agonistas
presentes na matriz subendotelial e na corrente sangtiinea. O colageno subendotelial
exposto pela ruptura do vaso e a trombina gerada pelos processos de coagulagcéao
séo fortes agonistas da ativacdo e agregacao plaquetéarias e ativagdo do processo de
coagulacgao, transformando o fibrinogénio em fibrina, iniciando a formacao de matriz
proviséria (DAVIES, 1990).

As plaquetas ativadas liberam fatores de crescimento como o TGF-b, PDGF,
VEGF, quimiocinas e também outras proteinas como o fibrinogénio, fibronectina e
tromboplastina que sdo encontradas em seus granulos. A interacdo das proteinas
dos granulos plaquetarios com o codgulo de fibrina somados a massa de corpos
plaquetarios agregados, ao se estabilizarem, formam uma matriz provisoria. Esta se
torna mais consistente a medida que a fibrina se polimeriza pelas vias intrinseca ou
extrinseca da coagulacao (CHETTIBI & FERGUSON, 1999).

A formacdo do coagulo serve ndo apenas para aproximar bordas das feridas,
mas também para cruzar fibronectina, que servira de base a fibroblastos, células
endoteliais e queratindcitos (GRINNEL, 1981; CLARK, 1993).



2.3.1.2. Inflamacao

A fase inicial ou inflamatéria é dividida em fase humoral e celular, e ocorre
logo apds o trauma, caracterizando-se por alteracdes microcirculatérias tais como:
vasodilatagdo, aumento de permeabilidade vascular e acumulo de plasma no local da
ferida, caracterizando exsudato inflamatério (MODOLIN & BEVILACQUA, 1985;
MARTIN & LEIBOVICH, 2005).

A medida que ocorre vasodilatagdo, um liquido contendo substancias
vasoativas, proteinas adesivas, fatores de crescimento e enzimas, extravasa das
vénulas. Isso é a chave para todos os eventos inflamatérios subsequientes. O
aumento dessa permeabilidade vascular pode ser causado pela histamina; contudo a
serotonina e as quininas também estdo envolvidas. A acdo dessas aminas resulta
em tumefacao de curta duracao das células do endotélio vascular, o que cria espaco
(fenestras) entre as células, para que posteriormente possa passar células de defesa
(ROSS, 1968; SCHILLING, 1976; JOHNSTON, 1977; SWAIM, 1980; JOHNSTON,
1981). Ao mesmo tempo, inicia-se a resposta celular representada pela agao dos
macrofagos e neutréfilos (MODOLIN & BEVILACQUA, 1985).

Os leucécitos podem chegar aos locais da ferida tanto por extravasamento
dos vasos rompidos como por aderéncia ao endotélio. Essas células de defesa
comegam a se movimentar através das lacunas nas paredes vasculares aumentando
a concentracao local das mesmas (PEACOCK, 1984). Estes eventos sao induzidos
por estimulos exdgenos (produtos bacterianos) ou enddgenos (sistemas
complemento C3a e Cb5a, metabdlitos aracdbnicos e citocinas) que atuam como
fatores quimiotaticos atraindo os leucécitos para a area lesada, onde ocorrera a
fagocitose. Para tanto, um outro evento mediado pelo C3b mostra-se de extrema
importancia, a opsonizacao, caracterizada pelo reconhecimento do agente agressor
e a sua ligagdo com o leucdcito permitindo, finalmente, a destruicdo do agente lesivo
através de produtos toxicos de oxigénio e enzimas (ALBELDA et al., 1994).

O liquido que extravasa das vénulas aporta fibrinogénio e outros elementos
coagulantes, que rapidamente vedam o endotélio vascular e os linfaticos lesionados,



0 que impedird a drenagem da area lesionada. Assim, a reagdo inflamatéria fica
localizada a uma é&rea imediatamente circunjacente a lesdo. Mais tardiamente a
plasmina e a fibrolisina tem o papel de desobstru¢do, sendo retomada a drenagem
linfatica (SCHILLING, 1976; JOHNSTON, 1977; JOHNSTON, 1981; SWAIM, 1980;
PEACOCK, 1984).

Logo apéds a lesdo as primeiras células a chegarem sdo os neutrofilos, e a
seguir, os macréfagos. O macrofago é a célula inflamatéria mais importante dessa
fase, pois fagocita bactérias, desbrida corpos estranhos, remove os neutréfilos que
perderam a fungdo e direciona o desenvolvimento do tecido de granulagéo
(NEWMAN et al., 1992).

Ainda, por influéncia de ligantes a seus receptores de membrana, os
macréfagos produzem e exportam mediadores lipidicos (eicosanodides), mediadores
protéicos (citocinas e fatores de crescimento), outras proteinas (tais como fracdes de
complementos e fatores de coagulacdo) e enzimas relacionadas ao reparo (tais
como a colagenase). Além da ativagdo por ligantes, os macroéfagos podem ser
também ativados por alteragbes fisico-quimicas do microambiente. Nas regides
distais onde os vasos se romperam, o0 aporte de oxigénio fica comprometido em
funcdo da formagao do trombo e aumento da celularidade. O fluxo de neutrofilos e
macréfagos ativados para esta regido aumentam a demanda por oxigénio com
consequente elevacdo das concentragbes de acido lactico e queda de pH. Esta
combinacao de hipdxia, pH baixo e alta concentracdo de acido lactico, ativa o
macrofago para a producao de fatores de crescimento (KNIGHTON et al., 1981).

Os macrofagos podem coalescer, vindo a formar células gigantes
multinucleadas, que sdo também fagocitarias. Podem evoluir até células epitelidides
e histiécitos. Assim que a inflamagao aguda cede, a permeabilidade vascular local é
restaurada e as células sangliineas deixam de passar para o espaco extracelular. Se
persistir, € devido a uma inflamacao crénica, e respondem a continua presenca de
material estranho, incluindo as bactérias (ROSS, 1968; JOHNSTON, 1977;
JOHNSTON, 1981; SWAIM, 1980; PEACOCK, 1984).

Os linfécitos também sao encontrados nos locais de inflamagéo. Essas células
sdo importantes na inflamag¢do causada por bactérias, mas relativamente pouco



importantes na inflamacao por traumas. A presenca de linfécitos nas reacdes
inflamatoérias pode indicar alguma resposta imunolégica ao material estranho
(SWAIM, 1980; PEACOCK, 1984). Porém eles ndao sdo essenciais para a
cicatrizacao das feridas, como os macréfagos (PEACOCK, 1984).

A vasodilatacao local, extravasamento de liquido para o espaco extravascular,
e a oclusdao dos vasos linfaticos, sdo responsaveis pelos sinais classicos da
inflamacéao: rubor, tumor e calor. A pressdo, e talvez a estimulagcdo quimica
produzem o quarto sinal, a dor (JOHNSTON, 1977; JOHNSTON, 1981; SWAIM,
1980; PEACOCK, 1984; JUNQUEIRA & CARNEIRO 2004).
2.3.1.3. Proliferacao

Essa fase pode ser dividida em varias subfases. Ela € responsavel pelo
encontro das bordas da lesdo. Uma dessas subfases é a reepitelizagdo
(MANDELBAUN et al. 2003). Nessa fase ocorre a migracdo de queratindcitos nao
danificados das bordas das feridas e dos anexos epiteliais. Tem a funcao de
restabelecer a integridade da epiderme e da derme, caracterizando-se pela
granulagéo e epitelizagao do tecido. A proliferacao epitelial inicia-se por estimulagao
mitogénica e quimiotatica do TGFa, EGF e KGF (FGF-7). Sabe-se que o plano de
movimento dos queratindcitos migrantes é determinado também pelo conteudo de
agua no leito da ferida. Feridas abertas e ressecadas, reepitelizam mais lentamente
do que as ocluidas (BARRIENTOS et al., 2008).

Todo processo lesivo promove a perda de massa de tecido. O leito de uma
ferida aberta precisa ser preenchido e para isto sdo operadas duas estratégias
diferentes. Na primeira, a propria natureza anatémica da ferida proporciona um
estimulo para a migracao e proliferacdo das células (fibroblastos e células epiteliais)
a partir das suas margens, efeito denominado “vizinhanga livre” (MONTESANO E
ORCI, 1988), onde as células basais proximas da ferida, ao perderem a interagdo
com as células adjacentes, sao ativadas, adquirem atividades mitéticas e proliferam
em direcao ao centro da lesdo. Na segunda, mesmo quando o0 espaco da lesdo esta
preenchido por tecido de granulacdo, as margens se movem uma em dire¢cdo a



outra, como se houvesse uma forca de tragao invisivel (PEACOCK, 1984).

Os macrofagos sao essenciais para o reparo normal do ferimento. O
impedimento da migragdo dos macréfagos causara um retardo no surgimento dos
fibroblastos e com isso ficara reduzida a deposicdo de colageno (ROSS, 1968;
SCHILLING, 1976; JOHNSTON, 1977; JOHNSTON, 1981; PEACOCK, 1984).

Uma outra sub-fase é a fibroblastica. O termo fibroblasto € utilizado para
descricdo de uma célula ativamente engajada na producdo da matriz do tecido
conjuntivo, em contraste com sua fase latente, como o fibrocito. Logo apds a leséo,
as células mesenquimatosas indiferenciadas comecam a transformar-se em
fibroblastos migratérios (ROSS, 1968; MADDEN, 1972; JOHNSTON, 1977;
JOHNSTON, 1981; SILVER, 1982; PEACOCK, 1984). Os fibroblastos sédo sujeitos a
mudancgas devido as forgcas mecanicas submetidas durante situagdes patoldgicas ou
fisiologicas e, assim, organizam as fibras colagenas (KESSLER et al., 2001). Essa
fase é extremamente importante na formacao do tecido de granulacao (fibroblastos,
células inflamatérias, componentes neovasculares, fibronectina, glicosaminoglicanas
e o colageno). Os fibroblastos estdo diretamente relacionados a formagéao do tecido
de granulagdo. Além de produzir colageno, o fibroblasto produz elastina, fibronectina,
glicosaminoglicanas e proteases, estas responsaveis pelo desbridamento e
remodelamento fisiologico (VAN WINKLE, 1967). Para sua eficiéncia, € necessaria a
ocorréncia em paralelo da formacdo de novos vasos sangilineos, ou seja, é
necessaria a neovascularizacdo da regiao. Além da acdo direta de fatores de
crescimento, a inducdo da angiogénese €, em parte, creditada a baixa tensdo de
oxigénio, caracteristica essa, que ocorre no centro de uma ferida (KNIGHTON et al.,
1981).

A sub-fase fibroblastica da cicatrizagdo do ferimento se prolonga por varios
dias (duas a quatro semanas), dependendo da ferida, € com o aumento do conteudo
de colageno, diminuem os conteudos das glicoproteinas e mucopolissacarideos, bem
como dos fibroblastos sintetizadores (ROSS, 1968; MADDEN, 1972; JOHNSTON,
1977; SWAIM, 1980; JOHNSTON, 1981; PEACOCK, 1984).

A sub-fase da angiogénese é a mais importante conjuntamente com a

formacgéo do tecido de granulagdo (ARNOLD & WEST, 1991), para suprir a demanda



de oxigénio e metabdlitos (glicose, vitaminas e &cidos graxos), ou seja, a alta
atividade metabdlica da regido faz com que a regido das células atuantes no reparo
necessite de vascularizagao.

Angiogénese ocorre quando sao formados, por brotamento, novos capilares
na area lesada, a partir de capilares pré-existentes no tecido ndo danificado
(MANDELBAUN et al. 2003).

Sob estimulo de fatores de crescimento e de outros mediadores, as células
endoteliais do interior de capilares intactos nas margens da ferida passam a secretar
colagenase e ativador de plasminogénio. Essas enzimas promovem hidrolise da
membrana basal, liberando as células endoteliais, 0 que permite a migracao e
proliferagdo, formando novos vasos que migram em direcdo a regido da lesdo. As
células endoteliais migratorias formam no exterior do vaso um broto capilar que em
seguida une-se ao capilar de onde eram originarias para o restabelecimento do fluxo
sangiineo (RUDOLPH & BALLANTYNE, 1990).

Os fibroblastos nao contém enzimas fibrinoliticas, mas migram junto dos
novos capilares (ROSS, 1968; MADDEN, 1972; JOHNSTON, 1977; SWAIM, 1980;
JOHNSTON, 1981; PEACOCK, 1984).

2.3.1.4. Contracao

Conforme a definicao de PEACOCK (1984), contracao € o processo pelo qual,
as dimensdes de uma ferida dermoepidérmica aberta diminuem, caracterizando-se
pelo movimento centripeto de toda a espessura da pele circunjacente. A contragédo
envolve o movimento do tecido existente na borda da ferida, e ndo a formacao de
pele nova. Em sua maioria, 0s animais possuem uma camada bem desenvolvida de
musculo cutdneo chamada paniculo carnoso, com isso, ferimentos relativamente
grandes no tronco podem ficar completamente fechados pela contracdo, deixando
uma quantidade minima de tecido cicatricial. (MADDEN, 1972; JOHNSTON, 1977;
MONTANDON et al. 1977; SWAIM, 1980; JOHNSTON, 1981).



Durante a fixacao dos fibroblastos e seu amadurecimento fenotipico para
células produtoras de colageno, o processo de contracdo da ferida alcangca sua
eficiéncia maxima. Isto ocorre devido a mudanca de fenétipo dos fibroblastos das
margens da ferida para miofibroblastos (GABBIANI et al., 1970). MAJNO & JORIS
(1996) relataram que os miofibroblastos sdo células intermediarias entre musculares
lisas e fibroblastos. Os miofibroblastos possuem a maioria das caracteristicas dos
fibroblastos, mas contém uma quantidade aumentada de filamentos de actina e
miosina, que sdo abundantes nas células musculares lisas. Sua atividade contratil &
responsavel pelo fechamento das feridas ap6s as lesdes (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

Quando se perde uma parte dermoepidérmica da pele, a principio as bordas
da ferida sofrem retracdo, aumentando a ferida. Forma-se o coagulo de fibrina sobre
a ferida, pela exsudacao imediata de sangue e dos liquidos teciduais. O coagulo
sofre desidratacdo, formando-se crosta escariforme. Fibroblastos invadem a ferida,
sendo seguidos por novos capilares. Os fibroblastos comecam a secretar colageno,
formando-se tecido de granulagdo. E sobre esta base de tecido que a pele se
desloca. (ROSS, 1968; MADDEN, 1972; JOHNSTON, 1977; MONTANDON et al.
1977; JOHNSTON, 1981; PEACOCK, 1984).

Ao final desta etapa, o leito da ferida esta totalmente preenchido pelo tecido
de granulagao, a circulagao é restabelecida pela neovascularizagéo e a rede linfatica
esta passando por regeneracao. Lentamente o tecido de granulacdo € enriquecido
com mais fibras colagenas o que comeca a dar a regiao lesada a aparéncia de
cicatriz devido ao acumulo de massa fibrosa (GUIDUGLI-NETO, 1987).

2.3.1.5. Remodelacao

Essa é a ultima das fases, que ocorre no colageno presente na matriz
extracelular; podendo durar meses, sendo responsavel pelo aumento da forca de
tensdo e pela diminuicdo do tamanho da cicatriz e do eritema. Reformulagbées no



colageno, melhoria nos componentes das fibras colagenas e reabsorcao de agua séao
eventos que permitem uma conexdo que aumenta a forga da cicatriz e diminui sua
espessura (DOILLON et al. 1985).

Embora ndo ocorra um ganho apreciavel na resisténcia da ferida durante os
primeiros quatro a seis dias, uma ferida possui resisténcia efetiva até mesmo durante
as primeiras 24 horas. Esta resisténcia € resultante da formagédo de coagulo de
fibrina no interior da ferida. A epitelizacao através da ferida também contribui para
sua resisténcia inicial, do mesmo modo que o crescimento dos novos capilares
dentro da substancia fundamental da ferida (JOHNSTON, 1977; SWAIM, 1980;
JOHNSTON, 1981; PEACOCK, 1984).

O tecido de granulacdo vai sendo enriquecido com mais fibras colagenas e
comega a adquirir a aparéncia de massa fibrética caracteristica da cicatriz. Nesta
etapa, surgem as primeiras fibras de colageno tipo | (CLARK, 1993).

Depois da fase proliferativa inicial, a resisténcia da ferida cresce
significativamente, atingindo um maximo inicial por volta de 14 a 16 dias. Este
aumento na resisténcia da ferida ocorre durante o periodo de rapida fibroplasia, e
acompanha paralelamente o aumento no conteddo de coldgeno na ferida
(JOHNSTON, 1977; JOHNSTON, 1981; PEACOCK, 1984). O processo de
remodelamento da cicatriz envolve etapas sucessivas de producado, digestdo e
orientacdo das fibrilas de colageno. A deposi¢do de colageno é feita a principio de
maneira aleatéria tendo como orientagao a organizacao da fibronectina e depende da
natureza e direcdo das tensdes aplicadas ao tecido. Essas fibras séao
subsequentemente digeridas pela colagenase, ressintetizadas, rearranjadas de
acordo com a organizacao das fibras do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente
ligadas por ligacées covalentes (CLARK, 1998). A neovascularizagdo diminui, e
tardiamente a cicatriz € considerada avascular. Uma cicatriz normal tem
aproximadamente 80% da for¢ca de tensdo da pele normal, ndo € volumosa e € plana
(MANDELBAUM, 2003).

Os principais fatores de crescimento envolvidos nesta fase sao: TNFa, IL,
PDGF, TGFpB; sendo estes produzidos pelos fibroblastos, além dos produzidos pelas
células epiteliais como o EGF e TGFB (KARUKONDA et al., 2000).



2.4. Fatores de Crescimento:

Os fatores de crescimento sdo um conjunto de substancias, onde a maioria é
de natureza protéica e que juntamente com hormdnios e neurotransmissores
desempenham uma importante funcdo na comunicagao intracelular. Sdo moléculas
sinalizadoras envolvidas no processo de comunicag¢ao paracrina. De modo geral, sdo
fatores expressos em uma célula e cujos receptores alvos estdo em outra célula.
Difere dos hormdnios pelo fato de suas a¢des serem locais e ndo a distancia.

Sao secretados por diversos tipos celulares para transmitir sinais que
controlam a migracéao, diferenciacao e proliferacao celular, através da ligacdo desses
fatores a receptores de superficie celular. Esses sinais sdo transferidos através do
receptor de membrana e amplificados por fosforilacdo, modificando a expressao
génica (CHEN & MOONEY, 2003).

Os fatores de crescimento sdo conhecidos como moduladores do processo de
cicatrizacdo de feridas por diversos aspectos: sao sintetizados por células
estimuladas, necessarias ao reparo tecidual; sdo encontrados no fluido de feridas
agudas e cronicas (menor concentragdo); a utilizagdo de anticorpos contra os fatores
de crescimento inibe a cicatrizacdo; ja a adicao desses fatores acelera o processo
normal de reparo (DRAYE et al., 1998).

A resposta celular aos varios fatores de crescimento exige a presenca de
receptores especificos na membrana plasmatica das células alvo. Apds a formacéao
do complexo receptor-fator de crescimento, ocorre uma série de eventos como a
ativacdo da proteina tirosina-quinase e fosforilacao de proteinas intracelulares, e em
seguida € internalizado e degradado.

A fungdo dos fatores de crescimento ndo € somente de estimular a
proliferagdo celular, mas também de manter a sobrevivéncia celular, estimular a
migracdo e a diferenciacao celular e também, apoptose. Atuam unindo-se a

receptores celulares situados na membrana celular que transmite o sinal do exterior



para o interior da célula (FAUSTO, 1995).

Fatores de crescimento com papel importante no processo de reparagéao
tecidual: fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento
de fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento
vasculo endotelial (VEGF) e fator de crescimento transformador B (TGF-B)
(MAURICIO, 2006).

2.4.1. PDGF - Familia do fator de crescimento derivado de plaquetas

O PDGF foi o primeiro fator de crescimento a apresentar-se como quimiotatico
de células inflamatérias (neutréfilos e mondécitos) e fibroblastos. Em adicdo, aumenta
a proliferacdo dos fibroblastos e producao de matriz extracelular. Em ultimo estagio,
o PDGF estimula os fibroblastos a contrairem as matrizes de colageno, induzindo ao
feno6tipo miofibroblasto destas células. Logo apéds a injuria, o PDGF é liberado em
grandes quantidades a partir da degranulacao plaquetaria ja nos primeiros estagios
do processo cicatricial (ROSS et al., 1974; HELDIN et al., 2002).

2.4.2. FGF - Familia do fator de crescimento de fibroblasto

A maioria dos membros da familia FGF possui um amplo espectro mitogénico.
Em adicdo aos seus efeitos mitogénicos, os FGFs regulam a migracédo e
diferenciacdo de suas células alvos, apresentando também a fungéo citoprotetora, o
que aumenta a sobrevivéncia das células sobre condigbes adversas (ORNITZ &
ITOH, 2001; WERNER & GROSE, 2003).

Efeitos demonstrados in vivo sao sugestivos do envolvimento destes fatores
de crescimento com o processo de reparo, em particular os FGF1 e FGF2 (BABIC et
al., 1998). Em lesado por queimadura em ratos, foi detectada imunorreatividade na
regeneracao da epiderme para o FGF2 que foi acompanhada de melhor regeneracao



desta, formacédo de tecido de granulagdo e renovacgao capilar (KIBE et al., 2000).
Este fator foi demonstrado nas margens de queimaduras em humanos (GIBRAN et
al., 1994).

Durante a formacgédo do tecido de granulacdo, FGF2 promove a migracéao
celular através de receptores de superficie para integrinas, os quais medeiam a
ligacdo das células endoteliais a matriz extracelular (SEEP et al., 1994).

2.4.3. EGF - Familia do fator de crescimento epidérmico

O EGF compreende uma familia de mitégenos contendo diversos membros,
incluindo EGF, TGF-a, fator de crescimento epidérmico ligado a heparina (HB-EGF),
anfiregulina, epirregulina, betacelulina, neuregulina (STRACHAN et al., 2001).

Quanto as funcbes, o HB-EGF produz mitoses dos fibroblastos e
queratindcitos, sendo fator importante na reepitelizacdo e formacao do tecido de
granulacao (MARIKOVSKY et al., 1996).

A primeira evidéncia de que o receptor de EGF influencia no reparo foi obtida
por GROTENDORST et al. (1989). A partir dele, uma série de estudos clinicos e
experimentais demonstraram efeito positivo do EGF no reparo de feridas, sugerindo
que este fator esta envolvido na cura de feridas (GREENHALGH, 1996).

2.4.4. VEGF - Familia do fator de crescimento vasculo endotelial

O resultado do crescimento de novos vasos sanglineos no tecido
corresponde ao aumento do suprimento de nutrientes e maior eficiéncia na remogao
de residuos. Neste sentido, os fatores de crescimento vascular possuem trés
principais mecanismos de acdo: 1) aumento da permeabilidade dos vasos a agua,
pequenos solutos e macromoléculas (LEVICK, 1991). 2) Reduz a distancia das
células teciduais em relacdo ao vaso sangliineo mais préximo. 3) aumenta o fluxo
sangliineo no tecido, agindo como potentes vasodilatadores (BATES & HARPER,



2003).

O VEGF é o principal fator estimulatério especifico de células endoteliais e o
mais importante e regulador positivo da angiogénese e permeabilidade vascular.
Devido a sua potente propriedade angiogénica e mitogénica, o VEGF participa de
processos bioldgicos cruciais, incluindo o reparo tissular e desenvolvimento tumoral
(FERRARA & KERBEL, 2005).

O VEGF também é conhecido como VPF (fator de permeabilidade vascular)
devido a sua potente acdo no aumento da vasopermeabilidade, o que permite o
extravasamento de proteinas, como o fibrinogénio e a fibronectina, essenciais para a
formagédo da matriz extracelular proviséria (DVORAK, 1999). O VEGF age também,
como um potente mitdgeno para células endoteliais da microvasculatura (CONN et
al.,, 1990) e induz a migracdo das células endoteliais € germinagdo de novos vasos
sanguineos através da regulacdo de diversos receptores de integrinas endoteliais
(SENGER et al., 1996).

2.4.5. TGF-B — Fator de crescimento transformador-

O TGF-B é um dos mais importantes mediadores da cicatrizagdo devido aos
seus efeitos multipotentes. Apresenta-se como importante modulador da
angiogénese durante a cicatrizacdo, por regular a proliferagdo celular, migragao,
formacgéo do tubo capilar e deposicao da matriz extracelular (ROBERTS, 1998).

Esses fatores de crescimento in vitro apresentam-se como estimuladores da
mitose de fibroblastos e sdo potentes estimuladores da expressédo de proteinas da
matriz extracelular e de integrinas (MASSAGUE, 1990); participam também da
diferenciacdo de miofibroblastos e do processo de angiogénese (DESMOULIERE et
al., 1993).

Imediatamente apds a ocorréncia da lesado, grandes quantidades de TGF-B1
sao liberadas pelas plaquetas afim de agirem como quimioatrativos para neutrdfilos,
macrofagos e fibroblastos (ROBERTS & SPORN, 1996).



2.5. Variaveis que podem interferir no processo cicatricial

Os fatores que podem interferir no processo cicatricial, de ordem geral sdo: idade,
estado nutricional, existéncia de doenca de base, como diabetes melittus,
alteragdes cardiocirculatérias e de coagulacao, aterosclerose, disfuncédo renal,
quadros infecciosos sistémicos e uso de drogas sistémicas. Os fatores locais que
interferem s&o: a técnica cirdrgica, formacédo de hematomas, infecgédo, reacao de
corpo estranho, uso de drogas tépicas e ressecamento durante a cicatrizacao

(MANDELBAUM, 2003).

Idade: € um dos aspectos sistémicos mais importantes, como co-fator de risco
tanto para a lesdo como para a sua manutengdo, ao gerar um impacto no
funcionamento de todos os sistemas fisioldégicos corporais. A idade avangada esta
associada a uma série de alteragdes nutricionais, metabodlicas, vasculares e
imunolégicas e, muitas vezes, as doencgas cronicas, que tornam o individuo mais
suscetivel ao trauma e a infeccao. Alguns estudos afirmam existir maior incidéncia de
feridas cronicas em pacientes na faixa etaria acima de 60 anos (ZINK et al., 1992).

Estado nutricional: as proteinas sao fundamentais para todos os aspectos da
cicatrizacdo. Desde a sintese de colageno, proliferacdo epidérmica e
neovascularizagdo. A vitamina C é essencial para a hidroxilagéo da lisina e prolina no
processo de sintese de colageno. E também importante para a producdo de
fibroblastos e integridade capilar. A vitamina A, € essencial a formacdo e
manutencao da integridade do tecido epitelial. As vitaminas do complexo B sao
necessarias para a efetiva ligagdo cruzada entre as fibras colagenas, para funcéo



linfocitaria e producéo de anticorpos. Os oligoelementos como o zinco, ferro, cobre e
manganés, sdo necessdarios para a formacdo do colageno. A agua é o mais
importante nutriente, uma vez que corresponde a cerca de 55% do peso corporal e
compode todas as atividades celulares e fungdes fisioldgicas (BORGES, 2001).

Vascularizacado: a oxigenacao e perfusdo tissular sdo condicées essenciais
para a manutencdo da integridade e sucesso na reparagdo tissular. Individuos
portadores de insuficiéncia arterial ou venosa podem desenvolver ulceracdes distais
que tendem a cronificacdo. O fumo também € um componente importante na
ocorréncia da hipdxia, devido a acao vasoconstrictora da nicotina (GAMBA, 2003).

Condicoes sistémicas: uma das patologias mais importantes que prejudica a
cicatrizacdo é o diabetes mellitus, que se destaca pela redugdo na resposta
inflamatéria e gera maior risco de infecgdo. Além disso, a neuropatia reduz a
percepcdo sensorial, aumentando o risco para desenvolvimento de lesdes. A
insuficiéncia renal interfere na manutencdo da pressao arterial, equilibrio
hidroeletrolitico e processo de coagulagcédo. Existem outras condicées sistémicas
como doencas reumatoldgica, hepatica, neuroldgica, intestinal, hematoldgica, que
por mecanismos diretos ou indiretos, influenciam negativamente no processo de
reparacao tissular ou predispde o individuo a riscos maiores de desenvolvimento de
lesbGes. Alguns tratamentos sistémicos podem comprometer o processo de reparacao
tissular, tais como a radioterapia, quimioterapia, esterdides e drogas
antiinflamatérias.

Infeccdo: a simples presenca de bactérias ndo caracteriza a infeccédo, que
deve ser diferenciada da colonizagdo. A presenca de infecgdo prolonga a fase
inflamatéria. A infec¢éo € o maior inimigo da cura de uma ferida. Ao determinar maior
destruicdo de tecidos e retardar o processo de reparagdo, aumenta a formagéo de
tecido cicatricial, que poderd comprometer a fungéo, a estética ou ambos. Assim, as
culturas devem estar indicadas ndo sé quando ha indicios clinicos de infec¢ao local
ou sistémica, mas também em casos de comprometimento 6sseo, e de feridas que
nao cicatrizam, apesar do tratamento adequado (SANTOS, 2000).

Fatores mecanicos: a pressao, fricgao e cisalhamento sao forgas mecanicas

que podem contribuir para romper a integridade tissular. Embora associadas as



Ulceras por pressdo, podem estar relacionadas com as demais Ulceras cronicas,
especialmente as vasculogénicas ou neuropaticas (BRYANT, 1992).

Presenca de corpos estranhos: sdo massas anGmalas presentes nos tecidos
provenientes ndo s6 do exterior, como do proprio organismo. Como exemplo
destacam-se os fragmentos de tecidos desvitalizados, materiais de sutura, acumulo
de sangue ou de linfa, entre outros. Os corpos estranhos podem ser eliminados,
absorvidos ou retidos, constituindo-se sempre um fator irritante para os tecidos,
favorecendo a infeccao (LODOVICI, 1994).

Linhas de tensdo: em 1948, RUBBIN considerou as linhas de tensao da pele
como decorrentes da atividade dos musculos subjacentes e em 1951, KRAISSL as
identificou como rugas naturais. Estas linhas s&o perpendiculares a direcdo da
contracdo muscular, numa determinada regido. As feridas, quando dispostas de
acordo com as linhas de tensdo da pele, situam-se nos pontos de maior repouso,
processando-se a sua cicatrizacao nas melhores condi¢cdes possiveis (LODOVICI,
1994).

2.6. Tipos de ferida

A perda tecidual pode atingir a derme completa ou incompletamente, ou
mesmo atingir todo 6rgdo, chegando ao tecido celular subcutaneo. E dai que vem a
classificagao do tipo de ferida:

e Ferida de espessura parcial (derme incompleta) é aquela decorrida por
dermoabrasao ou por traumatismos, onde a reparagao faz-se pela reepitelizagao dos
anexos epiteliais ou epitélio da pele adjacente ndo acometida, e como resultado uma
cicatriz praticamente imperceptivel.

e Feridas de espessura total (derme completa ou estendida ao tecido celular
subcuténeo) sdo aquelas que necessitam da formagdo de um novo tecido, o tecido
de granulacdo; nesse caso, a cicatriz € totalmente perceptivel e, muitas vezes,
pronunciada (MARQUEZ, 2003).



Na cicatriz fibrosa, ndo ha reconstituicdes integrais, anatbmicas e funcionais
da parte afetada. Esta incapacidade de restaurar, de maneira integral, uma estrutura
complexa, destruida a partir do que restou, serve para distinguir este processo da
regeneracao fetal, onde tal capacidade € plenamente manifestada. Regeneracao
apdés o nascimento, sé ocorre no tecido 6sseo e no figado. Nos demais tecidos, o
reparo € cicatricial (FAZZIO et al., 2000).

2.7. Biomateriais

z

Biomaterial € qualquer material que é idealizado para ser implantado ou
incorporado ao tecido, por qualquer periodo de tempo, com a finalidade de substituir
matéria viva que deixou de ter sua fungéo, podendo ou n&o servir como veiculo,
matriz, suporte ou estimulador para o crescimento de novo tecido (WILLIAN, 1987).

Nas ultimas décadas, varios estudos tém sido realizados no sentido de se
identificar substancias capazes de favorecer a cicatrizacdo. Também a busca de
substancias com atividade angiogénica tem sido intensa, pelo seu grande potencial
de aplicacao clinica (WANG, 1998).

Materiais sintéticos ou naturais tém sido comparados ou sugeridos para uso
clinico e experimental em diversas espécies. O material substitutivo para ser
considerado ideal deve ser de baixo custo de producgdo, ser de facil manipulagéo,
promover o crescimento dos tecidos no hospedeiro, permitir que o tecido cicatricial
tenha forca semelhante ao tecido normal, ser resistente as infeccdes, ndo promover
resposta inflamatéria exacerbada, ndo formar aderéncias e fistulas, néo ter suas
caracteristicas fisicas alteradas pelos liquidos tissulares, ser flexivel, inerte, poroso e
resistente (CERISE et al., 1974).

Dentre as caracteristicas, a biocompatibilidade € a mais importante, pois a
biofuncionalidade do material s6 podera se manifestar caso haja biocompatibilidade.
Quando um material estranho entra em contato com os fluidos bioldgicos, respostas
de proteg¢do sdo desencadeadas e se manifestam como processos inflamatoérios ou
imunoldgicos, visando a eliminacao do corpo estranho. Portanto, o bom desempenho
de um biomaterial pés-implante estd associado a um equilibrio entre



biocompatibilidade e biofuncionalidade. (WILLIAN, 1987; SILVER & DOILLON, 1989).

Os biomateriais sao classificados em: biomateriais sintéticos (ceramicas,
metais, polimeros sintéticos); biomateriais naturais (coladgeno, seda, queratina,
polissacarideos e tecidos naturais); biomateriais compésitos (composto por mais de
um tipo de material) (SILVER & DOILLON, 1989)

A engenharia tecidual objetiva a combinacdo de biomateriais, células e
moléculas bioativas para facilitar a recuperacao de tecidos doentes ou lesionados
(CHEN & MOONEY, 20083).

O desenvolvimento de novos biomateriais direcionados a engenharia tecidual
vem aumentando com o intuito de substituir 6rgaos, devido ao maior conhecimento

da regeneragéao tecidual (CAl et al., 2005).

2.7.1. Acido hialurénico

O &cido hialurdnico foi descoberto no humor vitreo de bovinos. Existe in vivo
na forma polidénica (hialuronato de sédio) e ndo em sua forma protonada (BROW &
JONES, 2005). E o maior polimero dos tecidos conjuntivos, encontrado em alta
concentracao no fluido sinovial de juncées, fluido vitreo do olho, cartilagem, cordao
umbilical e crista das aves (SEGURA et al., 2005).

O é&cido hialurbnico é encontrado em quantidades variadas em todos os
tecidos de animais adultos; € o mais simples glicosaminoglicano, sendo o Unico nao
sulfatado presente na matriz extracelular de vertebrados (PEATTIE et al., 2004). E
especialmente prevalente durante a cicatrizacdo de feridas e no fluido sinovial das
articulagdes (DRURY & MOONEY, 2003). Tem a capacidade de se interagir com
outras macromoléculas e participar na regulagdo das células (migracao,
diferenciacédo e adesdo) durante processos morfogenéticos e patoldgicos (HUANG et
al., 2003).

O produto produzido comercialmente é isolado tanto de materiais ou de
estruturas de origem animal (fluido sinovial, corddo umbilical, pele, crista de galo)



qguanto de fermentacao de bactérias gran negativas (BROW & JONES, 2005).

O &cido hialurénico esta presente em vérios tecidos conectivos de animais,
preenchendo os espacos intercelulares, tais como a pele e a cartilagem com
importante fungao de flexibilidade e manutencao da estrutura dos tecidos (KIM et al.,
1996). Tém-se utilizado o acido hialurénico na oftalmologia, cirurgias ortopédicas e
aplicac6es dérmicas, com fungédo de preenchimento de tecidos moles e cicatrizagao
de feridas (ROSIER & O'KEEF, 2000).

2.7.2. Colageno + alginato (Fibracol plus®)

O fibracol plus® é um biomaterial composto de 90% de colageno e 10% de
alginato.

Os organismos animais pluricelulares sao abundantemente constituidos de
colageno, uma proteina cuja principal caracteristica é a formagao de fibras insolluveis
com alta resisténcia elastica (VIIDIK & VUUST, 1980).

Além de seu papel estrutural nos tecidos, o colageno apresenta também a
fungcéo de orientar os tecidos em desenvolvimento, fato altamente favoravel na sua
utilizacdo como biomaterial (LEE et al., 2001).

Dentre os varios tipos de colageno existentes, o colageno tipo |, o mais
abundante, tem como unidade basica o tropocolageno, uma macromolécula linear,
semi flexivel com cerca de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de didmetro, formada
por trés cadeias polipeptidicas denominadas de cadeias a, duas iguais (a;) € uma
diferenciada (a). A estrutura priméaria destas unidades é caracterizada pela repeticao
do triplete Glicina (Gly), com conteudo de 33%; Prolina (Pro) 12% e Hidroxiprolina
(Hypro) 11%. No conjunto, sua estrutura é helicoidal na forma de uma tripla hélice
estabilizada por ligacdes de hidrogénio e interacdes eletrostaticas (NIMNI, 1998)

Até a década de 1980 a utilizacao do colageno como biomaterial era restrita a
producdo de fios cirurgicos principalmente devido a dificuldade de sua obtencdo. A
partir de entdo, a introducdo de novos processos de obtencdo de colageno



associadas a novas potencialidades de aplicacao tanto na medicina quanto na
odontologia, aumentaram significativamente o uso desta proteina como biomaterial
nas formas de membranas, tubos, esponjas, solugdes injetaveis, entre outras
(FRIES, 1998). Essas aplicagdes do colageno devem-se principalmente a algumas
de suas propriedades importantes no desenvolvimento de biomateriais como baixa
resposta imunoldgica, baixo indice de alergenicidade, biodegradabilidade, habilidade
em promover crescimento celular e propriedades hemostaticas (GOISSIS et al.,
1999).

O colageno presente na pele é principalmente o tipo |, sintetizado por
fibroblasto e miofibroblasto. O tipo | esta presente na derme, fascia e tendao e é o
maior componente do tecido cicatricial (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

As boas fontes de colageno tipo | e tipo Ill sdo obtidas da pele ou do tendao
bovino. As fibras colagenas sdo separadas de outros componentes, como proteinas,
células do sangue, células epidérmicas ou endoteliais da pele, dos vasos sanguineos
e do tecido nervoso animal. Essa forma de extragdo diminui a antigenicidade do
colageno (BAYLEY, 2000).

Pesquisas mostram que a associagao de alginato aos compostos de colageno
pode produzir um gel que promove meio Umido e lenta dispersdo do colageno nos
tecidos lesionados. Esse sinergismo induz quimiotaxia para granuldcitos, macréfagos
e fibroblastos, autélise, angiogénese e proliferagao celular (GOKOO et al., 1996).

As fibras de colageno fornecem suporte para migracao, fixacao e crescimento
celulares, principalmente de fibroblastos, dessa forma favorece reparacéo tecidual
(POSTLEWAITE et al., 1978).

Alguns estudos fundamentam a utilizacao de matrizes de colageno e alginato
no tratamento topico de Uulceras venosas, visando acelerar a granulagdo e
epitelizacdo (DONAGHUE et al., 1998; BROWN-ETRIS et al., 1997); e também
apontam para o elemento chave na prevencao de recorréncia da Ulcera, ja que o
colageno pode aumentar a resisténcia a tensédo na cicatriz (PETKOV, 1995).

Os alginatos sao polissacarideos derivados do acido alginico, que por sua vez
€ obtido principalmente, de algas marinhas da espécie Laminaria. Sao utilizados ha

algumas décadas devido suas propriedades hemostéticas. O sédio do exsudato e o



calcio do alginato sofrem troca idénica formando um gel sollvel de alginato de sédio.
Esse gel nao € aderente a ferida. A geragao de ion livre de calcio amplifica a cascata
de coagulacao conferindo propriedade hemostatica (EAGLSTEIN, 2001).

E indicado para feridas exsudativas, uma vez que o exsudato é necessario
para transformar o alginato em gel e também indicado para tratamento de
queimadura e ulceras (BORGES et al., 2001).

2.7.3. Latex Natural

O latex da seringueira (Hevea brasiliensis) ha muito tempo é utilizado para fins
industriais e, a partir de 1996, comecaram as divulgacdes de resultados
concernentes a sua aplicacdo como biomaterial. A biomembrana de latex da
seringueira, com finalidade terapéutica foi desenvolvida por COUTINHO — NETTO no
laboratério de Bioquimica da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da
Universidade de Séo Paulo e, no ano de 1996, foi reportado o primeiro resultado de
sua utilizacdo experimental como substituto do eséfago cervical de caes. Nesse
estudo, foi observado um acentuado aumento na vascularizacdo (neoangiogénese),
epitelizacdo e neoformagdo da submucosa esofagica (MRUE, 1996). A
biocompatibilidade da biomembrana de latex foi evidenciada mediante implantes in
vivo em caes (LACHAT et al., 1997; MRUE, 2004).

As propriedades indutoras de regeneracao tecidual de biomembrana de latex
natural estimularam a sua utilizagdo como substituto parcial do pericardio em caes
(SADER et al., 2000). Em trabalhos experimentais os autores observaram que nos
grupos nos quais este material foi utilizado, a ocorréncia de aderéncias aos tecidos
adjacentes foi menor que no grupo controle, onde ocorreu regeneragdo completa do
pericardio subjacente a membrana de latex natural, com caracteristicas semelhantes
as do pericardio original.

MRUE (2000) ao reconstruir parcialmente o esdfago cervical de cdes com
retalhos de latex com polilisina a 0,1% relatou a neoformacao epitelial semelhante ao



epitélio esofagico nativo bem como neoformagdo muscular, porém com fibras em
quantidades inferiores € menores.

Ao latex natural também é atribuida a propriedade de indugdo da
neovascularizagdo. Existem evidéncias que sugerem a presenca de fatores de
crescimento no latex que aumentariam a vascularizagdo local e a reepitelizacdo de
feridas, conforme relataram FRADE et al., (2001), baseados nos resultados obtidos
apos o tratamento de Ulceras cutaneas flebopaticas crénicas no homem.

AZOR (2004) promoveu tratamento experimental de peritoneostomia em
coelhos, com membranas de latex polimerizadas a 60°C e a 100°C, relatando a
ajustabilidade do implante a parede abdominal, a eliminacdo do implante entre 0 12°
e 0 14° dia e a neoformagéo tecidual na area recoberta, sendo que os melhores
resultados advieram do uso das membranas polimerizadas a 60°C. RABELO et al.,
(2005), procedendo ao tratamento de hérnias umbilicais recidivantes em cinco
bovinos com implante de compdsito de latex natural com polilisina 0,1% e malha de
polipropileno, observaram que a Unica relevancia no pos-operatério foi edema local,
e que as membranas permaneciam em seus sitios, sem evidéncias de deiscéncias

em nenhum animal no 18°dia.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta do latex natural

O latex natural foi obtido de clones da Hevea brasiliensis, especificamente
RRhim 600 e GT-1, através de incisdes no caule da arvore, por meio da técnica
conhecida como sangria e coletado e armazenado em recipientes adequados.

Logo que extraido, o latex apresenta aspecto leitoso e rapidamente coagula.
O latex natural extraido da H. brasiliensis, utilizado no presente experimento,
recebeu 1,7% de hidroxido de amoénio (concentragao final) a fim de evitar a
coagulacado, sendo caracterizado posteriormente como latex amoniacal (material

cedido pela empresa Agrolatex, Mirassol, SP).

3.2. Obtencao do soro de latex

Para obteng¢ao do soro, 500 ml de latex natural amoniacal foram diluidos em
acido acético 2,2% (1:2, v/v). Procedida a diluigao, a solugdo foi homogeneizada
suavemente e armazenada a temperatura ambiente, em repouso até a coagulagéo.
Apés este periodo, um liquido amarelo-transparente denominado “soro de latex”, foi

obtido pela forte compresséao e compactacao da borracha polimerizada.



3.3. Cromatografia classica em DEAE-celulose para obtencao da fracao
angiogénica FrHb1

Na primeira etapa de purificagdo utilizou-se uma coluna de vidro (50cm x
5,0cm) preenchida com a fase estacionaria DEAE-celulose, equilibrada com tampéao
bicarbonato de aménio 0,01 M (pH = 9,0).

O soro obtido como descrito no item 3.2., foi diluido em agua destilada (1:1
v/v) e seu pH foi elevado para 9,0 com NaOH 5,0 M e imediatamente foi aplicado a
coluna cromatografica. O eluente foi coletado em um becker durante o tempo em que
a amostra era aplicada a coluna. Ao final da aplicacado de toda a amostra na coluna,
foi realizada a emulsdo com o tampao bicarbonato de aménio 0,01M pH = 9,0. A
partir deste momento, o eluente passou a ser coletado em tubos de ensaio. Apds a
eluicdo de 1000ml do tampao de equilibrio (bicarbonato de aménio 0,01 M pH = 9,0),
houve a substituicdo gradativa por fases de gradiente descontinuo e crescente de
NaCl (0,15 M; 0,25M e 1,5M). Todos os procedimentos cromatograficos foram
realizados a temperatura ambiente.

O fluxo empregado foi de 7 mL/min, e o eluente monitorado a 280 nm, em
espectrofotdmetro Hitachi U-2000. As fragdes coletadas (30mL/tubo), com auxilio de
um coletor Gilson, foram reunidas em 3 “pools” cromatograficos denominados FrHb1,
FrHb2 e FrHb3, submetidos a dialise contra a agua destilada e liofilizacao e, em
seguida, armazenadas a — 20°C.

Estes procedimentos foram realizados no Departamento de Bioquimica da

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo.

3.4. Preparo do gel de acido hialurénico associado a fracao FrHb1

A fragdo FrHb1, liofilizada, obtida em cromatografia de DEAE-celulose, foi

inicialmente pesada e dissolvida (na minima quantidade que permitia dissolver essa
fracdo) em &gua destilada. Em seguida, esta solugcado foi incorporada ao acido



hialurénico (na forma de gel a 1% - Nikkol®) dentro de tubos Falcon estéreis de
modo que as concentragcdes fossem 0,01% ou 0,001%. Os tubos foram colocados no
agitador Vortex mecanico, por 30 minutos. Apds o preparo dos géis, estes foram

armazenados a 4°C até a utilizagao, em periodo inferior a 24 horas.

3.5. Preparo das membranas de fibracol plus®’ associadas a fragdao FrHb1

A fracado FrHb1 foi isolada, pesada e dissolvida em agua destilada, de modo
que a concentracao final da solucao ficasse em 0,01% ou 0,001%. Os discos de
fibracol plus® (membranas) foram obtidos uniformemente através do corte do fibracol
plus por meio de um “punch” de 6mm. As solugbes de diferentes concentragdes
foram colocadas em ependorfs estéreis, em seguida, colocou-se o0s discos dentro
das solugcdes. Em um ependorf estéril, foi colocada somente solucédo salina estéril
onde foram adicionados os discos com as membranas de fibracol plus®. Apods o
preparo dos discos, estes foram armazenadas a 4°C por 24 horas. O preparo tanto
das membranas como do gel, foi realizado no Departamento de Bioquimica da

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo.

3.6. Preparo das feridas dérmicas experimentais

* Nikko Chemicals Co. Ltda. Japan
® Marca registrada da Johnson & Johnson Medical Ltda.



Figura 1. Fotomacrografia da orelha de coelho com quatro feridas de 6

mm de diametro cada,

3.7. Delineamento experimental

nas quais, foram aplicados os
tratamentos. Modelo adaptado de MUSTOE et al., 1991.

No experimento foram utilizados 36 coelhos machos albinos da raca Nova

Zelandia Branco, pesando entre 2,0 e 2,5 kg, mantidos em gaiolas individuais,

dotadas de comedouros fixos e bebedouros automaticos, com agua e alimentacao

“ad libitum”, onde os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais:

T1

T5
T6

: Solugéo fisiolégica a 0,9%
T2:
T3:
T4 :

Fibracol plus® + FrHb1 a 0,01%
Fibracol plus®
Fibracol plus® + FrHb1 a 0,001%

- Acido Hialuronico a 1% + FrHb1 a 0,01%
: Acido Hialurdnico a 1% + FrHb1 a 0,001%

Os animais foram previamente anestesiados por

via intramuscular com

quetamina® (60 mg/kg) e xilazina’ (5 mg/kg). A regido dorsal das orelhas foi

® Cloridrato de Cetamina 10% - Syntec. Hortolandia-Sao Paulo-Brasil



tricotomizada e a anti-sepsia realizada com solugdo de iodo a 10%. Foram feitas
quatro feridas ao redor do centro, a 3,0 cm da extremidade, em cada orelha de cada
animal. Foi removido o pericéndrio, expondo assim a cartilagem eléstica, utilizando
um “punch” de biépsia de 6 mm de didmetro, em seguida utilizado os tratamentos
(Figura 1).

O experimento foi dividido em 4 etapas de acordo com a analise do tempo de
pbs-operatério: 32, 7°, 14° e 21° dia de pds-operatédrio; sendo utilizados 9 animais
para cada periodo de observacao experimental (Tabela 1).

Na primeira etapa (3° dia de pds-operatério), os animais foram numerados
aleatoriamente de 1 a 9, sendo que em 3 animais, nas orelhas esquerdas, as feridas
foram tratadas com solugdo fisioldgica 0,9%° (T1); nas orelhas direitas as feridas
foram tratadas com a membrana de fibracol plus® + FrHb1 a 0,01% (T2). Em outros
3 animais, foram realizados os mesmos procedimentos, diferenciando os
tratamentos, onde nas feridas das orelhas esquerdas o tratamento foi com fibracol
plus® (T3) e nas feridas das orelhas direitas fibracol plus® + FrHb1 a 0,001% (T4).
Nos 3 animais restantes, seguiu-se o mesmo procedimento, colocando nas feridas
das orelhas esquerdas gel de &cido hialurénico + FrHb1 a 0,01% (T5) e nas feridas
das orelhas direitas gel de acido hialurénico + FrHb1 a 0,001% (T6) (Figura 2). As
orelhas dos animais foram cobertas por um filme de polyuretano (Tegaderm®°®, 3M)
para prevenir que as membranas se soltassem. Foi utilizado nos dois primeiros dias,
colar elisabetano para prevenir que 0s animais arrancassem os tratamentos. Os
animais foram eutanasiados com tiopental sédico'® (200mg/kg IV) no 3¢ dia de pés-
operatorio, separando segmentos de tecidos contendo as feridas de cada orelha para
andlise histolégica. Cada segmento de tecido, contendo cada ferida, foi colocado
individualmente em liquido de Bouin por 24 horas para, em seguida, ser processada
para a histologia.

Na segunda etapa (7° dia de pds-operatorio), os animais foram numerados de
10 a 18. Os procedimentos foram iguais aos da primeira etapa, porém o filme de
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polyuretano (Tegaderm®) foi retirado no 3° dia de pés-operatério. Os animais foram
eutanasiados no 7° dia de pds-operatério.

Na terceira etapa (14° dia de pds-operatério), os animais foram numerados de
19 a 27, realizando os mesmos procedimentos da segunda etapa, eutanasiando-os
no 14° dia de pos-operatério.

Na quarta etapa (21° de pés-operatério), os animais foram numerados de 28 a
36 realizando os mesmos procedimentos da terceira etapa, eutanasiando-os no 21°
dia de pds-operatério.

Foi obtido um total de 288 feridas, tendo sido fixadas em liquido de Bouin por
24 horas, ato continuo, colocadas em alcool 70° para andlise histologica.

Tabela 1. Esquema demonstrativo da utilizacdo dos tratamentos nas feridas no
periodo de observacao experimental de 3 dias. Este esquema é repetido
para os periodos 72, 14% e 212 dias.

Coelhos Orelhas N?° de Feridas Tratamentos
Coelho 1 Esquerda 4 T1
Direita 4 T2
Coelho 2 Esquerda 4 T1
Direita 4 T2
Coelho 3 Esquerda 4 T1
Direita 4 T2
Coelho 4 Esquerda 4 T3
Direita 4 T4
Coelho 5 Esquerda 4 T3
Direita 4 T4
Coelho 6 Esquerda 4 T3
Direita 4 T4
Coelho 7 Esquerda 4 T5
Direita 4 T6
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Coelho 8 Esquerda 4 T5
Direita 4 16
Coelho 9 Esquerda 4 T5
Direita 4 16

3.8. Consideracdes Eticas

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-Estar
Animal (CEBEA) da FCAV, Campus de Jaboticabal, UNESP, sob protocolo n°
014996-07, pois estava de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo
Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdao Animal (COBEA).

3.9. Protocolos de avaliacao

3.9.1. Avaliacao clinica



As avaliacoes clinicas das feridas foram feitas em seqiiéncia a eutanasia dos
animais. Foram avaliados os parametros: coloracdo, tamanho das bordas, presenca
de edema e presenca de secregdo. Os parametros de comparagcdo, uma vez
identificados, foram quali-quantificados segundo os critérios em que (-) correspondeu
a auséncia de quaisquer dos eventos, (+) manifestacao discreta dos mesmos, (++)

sinais moderados e (+++) sinais intensos.

3.9.2. Avaliacao Histologica e Morfométrica

Apds a avaliacao clinica das feridas dos animais, cada segmento de tecido
com a ferida, de cada orelha correspondente a cada dia experimental (3,7,14 e 21)
foi seccionada e fixada em solugcdo de Bouin por 24 horas e processada,
rotineiramente, para a inclusdo em paraplast. Apdés a microtomia semi-seriada a
intervalos de 15um, os cortes histolégicos, com espessura de 5um, foram corados
pela técnica da Hematoxilina-eosina e Tricromio de Masson, para realizagdo das
analises histologica e morfométrica no Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da FCAV, Campus de Jaboticabal, UNESP.

As areas de reepitelizacdo e do tecido de granulagdo foram analisadas em
microscépio de luz com aumento de 200x. Para determinados parédmetros como:
presenca de leucdcitos, de hemdcias, de fibroblastos e neovascularizagao; e
organizacao das fibras colagenas e da rede de fibrina, utilizou-se o critério quali-
quantitativo onde (-) correspondeu a auséncia de quaisquer dos eventos, (+)
manifestacao discreta dos eventos, (++) sinais moderados e (+++) sinais intensos.

A morfometria foi realizada com o microscopio 6ptico adaptado a um sistema
computadorizado de andlise de imagens IMAGE PRO-PLUS'!, onde foi fotografado
um campo por lamina aleatoriamente, com area de 2.342.016 um?. Posteriormente,

foram identificadas e quantificadas as principais células do tecido conjuntivo
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envolvidas no processo cicatricial, especialmente fibroblastos e leucdcitos.

3.9.3. Analise estatistica

A distribuicao dos dados apresentou-se normal e homogénea. Com o auxilio
do programa estatistico “SAS” — Statistical Analysis of Sistems, foi realizada a anélise
estatistica paramétrica com utilizacdo da Analise de Variancia e teste de Tukey a 5%
(ZAR, 1999).



4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao clinica das feridas submetidas aos tratamentos

Ao exame macroscoépico, no 3° dia de pds-operatorio, observou-se nas feridas
dos animais do tratamento controle (solucéo fisiolégica - T1) coloracao avermelhada,
aumento das bordas (+), presenca de edema (+) e presenca de secrecao
serosanguinolenta (+). Nas feridas dos animais tratados com a membrana (fibracol
plus®) associada a FrHb1, T2-T3-T4, verificou-se coloracao amarelada, aumento das
bordas (++), presengca de edema (++) € presenca de secre¢cdo mucopurulenta (+).
Nas feridas dos animais tratados com acido hialurénico associado a FrHb1 (T5 e T6),
notou-se coloragdo rosada, aumento das bordas (+), presenca de edema (+),
presenca de secrecao serosanguinolenta (+) (Figura 2 e Tabela 2).

No 7° dia de pés-operatério, as feridas dos animais tratados com solugéao
fisiologica (T1) apresentavam-se com coloragdo vermelho-escuro, aumento das
bordas (+), presengca de edema (+), presenga de secregcdo serosanguinolenta (+)
com dimensdes menores que as do 3° dia de pds-operatério. Nas feridas dos animais
de tratamento T2, T3 e T4, notou-se coloracdo vermelho-escuro, aumento das
bordas (++), presenca de edema (++), presenca de secre¢cao serosanguinolenta (+) e
com dimensdes menores que no 3° dia de pds-operatério. As feridas dos animais dos
tratamentos T5 e T6, mostraram-se de coloragdo rdésea, aumento de borda (+),
presenca de edema (+), presencga de secrecao serosa (+) e dimensées menores que
as do 3° dia de pés-operatério (Figura 3 e Tabela 2).

No 14° dia de pds-operatério, as feridas dos animais tratados com solugéo
fisiolégica (T1) demonstravam-se reepitelizadas por completo, com auséncia de
edema (-), auséncia de secrecao (-), ndo havendo quase nenhum sinal de lesao
cicatricial. Nos animais tratados com membrana (T2, T3 e T4), notou-se auséncia de
edema (-) e secrecao (-), com presenca de pequenos pontos cicatriciais em algumas
feridas. Nos animais dos tratamentos T5 e T6, as feridas revelavam-se reepitelizadas



por completo, com auséncia de edema (-) e secrecao (-), similares as do T1 (Figura 4
e Tabela 2).

No 21° dia de pés-operatério, em todas as feridas de todos os tratamentos, ja
havia ocorrido a reepitelizagdo, havendo pequenos sinais (cicatrizes) nas feridas dos
tratamentos T1, T2, T3 e T4. Nos animais dos tratamentos T5 e T6, era dificil a

observacao de cicatrizes das feridas (Figura 5 e Tabela 2).

Tabela 2. Avaliagdo macroscépica semi-quantitativa das feridas nas orelhas de



coelhos albinos da raca Nova Zelandia Branco, submetidos a diferentes

tratamentos nos diferentes dias.

Periodo | Tratamento | Coloracdo | Borda | Edema Secrecao Dimenséo em
de relacdo ao 1°
tempo dia
3 dias T1 Avermelhada + + Serosanguinolenta Menor
T2 Amarelada ++ ++ Mucopurulenta Menor
T3 Amarelada ++ ++ Mucopurulenta Menor
T4 Amarelada ++ ++ Mucopurulenta Menor
T5 Rosada + + Serosanguinolenta Menor
T6 Rosada + + Serosanguinolenta Menor
7 dias T1 Vermelho + + Serosanguinolenta Menor
T2 Vermelho ++ ++ Serosanguinolenta Menor
T3 Vermelho ++ ++ Serosanguinolenta Menor
T4 Vermelho ++ ++ Serosanguinolenta Menor
15 Rosea + + Serosa Menor
T6 Résea + + Serosa Menor
14 dias T1 - - - -
T2 - - - -
T3 - - - - Completa
T4 - - - - reepitelizacao
5 - - - -
T6 - - - -
21 dias T1 - - - -
T2 - - - -
T3 - - - - Completa
T4 - - - - reepitelizacao
T5 - - - -
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Figura 2. Fotomacrografias evidenciando as feridas dérmicas no 3¢ dia de
pds-operatério, submetidas aos tratamentos T1, T2, T3, T4, TS5 e
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Figura 3. Fotomacrografias evidenciando as feridas dérmicas no 7°
dia de p6s-operatdrio, submetidas aos tratamentos T1, T2,
T3, T4, T5 e T6.
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Figura 4. Fotomacrografias evidenciando as feridas dérmicas no 14° dia
de pds-operatoério, submetidas aos tratamentos T1, T2, T3, T4,
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Figura 5. Fotomacrografias evidenciando as feridas dérmicas no 21° dia
de pds-operatorio, submetidas aos tratamentos T1, T2, T3, T4,

4.2. Analise histoldgica das feridas dérmicas



4.2.1. Avaliacao histologica semi-quantitativa

As feridas dérmicas foram analisadas, avaliando-se inflamagéao, proliferagéo,
formacdo do tecido de granulacdo e reepitelizagdo, submetidas a diferentes
tratamentos. Foram realizadas comparagcdes entre os tratamentos com o grupo
controle. Os cortes histolégicos foram analisados no 3°, 7°, 142 e 21?2 dia
experimental. No 3¢ e 7° dia ndo houve reepitelizacdo completa por toda extensao
das feridas dos grupos experimentais nem do controle, ao passo que no 14° e 21°
dia, todas as feridas encontravam-se completamente reepitelizadas. No 3¢ e 7° dia
foram observadas diferencas na velocidade da cicatrizacao para as feridas tratadas e
o controle. No 142 e 212 dia foram evidenciadas maiores diferencas com relacéo as
células inflamatérias, organizagao das fibras coldgenas e angiogénese.

Nas Figuras 6 a 9, estdo ilustradas as imagens capturadas das feridas com o
auxilio do microscépio com aumento de 200x, conectado a um sistema de captura de
imagens digital.

Na Figura 6 e Tabela 3 estao representadas as fotomicrografias e as analises
semi-quantitativas das feridas com todos os tratamentos e o controle, apés trés dias
da execugao do experimento.

Verificou-se nas feridas controle (T1) discreta presenca de leucécitos, de
hemacias e de neovascularizagdo (+); moderada presenca de fibroblastos (++); e
discreta organizacao das fibras colagenas (+) e da rede de fibrina (+).

As feridas dos animais tratados com acido hialurénico + FrHb1 a 0,01% (T5)
mostraram discreta presenga de leucécitos, de hemacias e de neovasculariza¢ao (+),
intensa presenca de fibroblastos (+++), moderada organizagédo das fibras colagenas
e da rede de fibrina (++).

As feridas dos animais tratados com &cido hialurénico + FrHb1 a 0,001% (T6)
manifestaram-se semelhantes as feridas tratadas com acido hialurénico + FrHb1 a
0,01%. Evidenciaram discreta presenca de leucécitos, de hemacias e de
neovascularizagdo (+), intensa presenca de fibroblastos (+++), moderada



organizacao das fibras colagenas (++) e discreta organizacao da rede de fibrina (+).

Nos animais tratados com fibracol plus® + FrHb1 a 0,01% (T2) as feridas
demonstraram moderada quantidade de leucécitos e de hemacias (++), discreta
presenca de fibroblastos e de vasos sanguineos (+) e discreta organizacao das fibras
colagenas e da rede de fibrina (+).

Nos animais tratados com fibracol plus® + FrHb1 a 0,001% (T4), as feridas
revelaram caracteristicas semelhantes as do grupo (T2), com moderada quantidade
de leucécitos e de hemacias (++), discreta presenca de fibroblastos e de vasos
sanguineos (+) e discreta organizacao das fibras colagenas e da rede de fibrina (+).

O grupo de animais que teve caracteristicas mais desfavoraveis a cicatrizagao
foi o que utilizou somente o tratamento com fibracol plus®, onde constatou-se
intensa presenca de leucécitos (+++), moderada presenca de hemacias (++), discreta
presenca de fibroblastos, vasos sanguineos, fibras colagenas e rede de fibrina (+).

Na Figura 7 e Tabela 3, estdo representadas fotomicrografias e as andlises
semi-quantitativas das feridas com todos os tratamentos e o controle, apds 7 dias da
execugdo do experimento.

Observou-se nas feridas do grupo controle (T1) moderada quantidade de
leucocitos, fibroblastos, organizacdo das fibras coldgenas e da rede de fibrina (++);
discreta presenca de hemacias e neovascularizagao (+).

Nas feridas dos animais tratados com acido hialurénico + FrHb1 a 0,01% (T5)
notou-se o epitélio quase que totalmente refeito. Verificou-se nas feridas deste
tratamento que o espaco ulcerado estava bastante preenchido por fibras colagenas
com grande presenga de vasos neoformados em seu interior. As feridas dos animais
tratados com &cido hialurénico + FrHb1 a 0,01% (T5) mostraram discreta presencga
de leucécitos e de hemacias (+), intensa presenca de fibroblastos e fibras colagenas
(+++) e moderada neovascularizagdo e organizagao da rede de fibrina (++).

As feridas dos animais tratados com &cido hialurénico + FrHb1 a 0,001% (T6)
apresentaram-se semelhantes as feridas do grupo T5, com discreta presenca de
leucocitos e de heméacias (+), intensa presenca de fibroblastos e fibras colagenas
(+++) e moderada neovascularizagdo e organizagao da rede de fibrina (++).

Nos animais tratados com fibracol plus® + FrHb1 a 0,01% (T2) as feridas



evidenciaram moderada quantidade de leucécitos, fibras colagenas, rede de fibrina e
fibroblastos (++) e discreta vascularizacao e hemacias (+).

Nos animais tratados com fibracol plus® (T3) e fibracol plus® + FrHb1 a
0,001% (T4), as feridas revelaram-se semelhantes ao grupo do fibracol plus® +
FrHb1 a 0,01% (T2), com moderada quantidade de leucdcitos, fibras colagenas, rede
de fibrina e fibroblastos (++), discreta presenca de hemacias e neovascularizagao
(+).

Na figura 8 e Tabela 3 estdo representadas imagens e as analises semi-
quantitativas das feridas com todos os tratamentos e o controle, apdés 14 dias da
execugao do experimento.

Observou-se nas feridas dos grupos controle (T1), acido hialurénico + FrHb1 a
0,01% (T5) e acido hialurénico + FrHb1 a 0,001% (T6), o epitélio totalmente refeito,
cobrindo toda a regido ulcerada com aspecto muito similar ao tecido integro, com
auséncia de hemacias (-), discreta quantidade de fibrina, leucdcitos e fibroblastos (+)
e moderada presenca de fibras colagenas e neovascularizagdo (++). Notou-se a
presenca de fibrocitos, de papilas e alguns foliculos pilosos.

Nos animais tratados com fibracol plus® + FrHb1 a 0,01% (T2), fibracol plus®
(T3) e fibracol plus® + FrHb1 a 0,001% (T4) as feridas revelaram epitélio totalmente
reconstruido, com moderada quantidade de leucécitos e fibras colagenas (++),
discreta presenca de fibrina, fibroblastos, neovascularizacdo (+) e auséncia de
hemacias (-). Verificou-se a presenca de foliculos pilosos, fibrocitos e glandulas
sebaceas.

Na figura 9 e Tabela 3 estdo representadas imagens e as andlises semi-
quantitativas das feridas com todos os tratamentos e o controle, apds 21 dias da
execucao do experimento.

Pode-se notar que a pele em todos os grupos apresentou cicatrizagao total,
apresentando todos os seus estratos e anexos, nao havendo hemécias e fibrina (-),
discreta quantidade de leucdcitos e fibroblastos (+), moderada presenca de
neovascularizagao (++) e intensa producao de fibras colagenas (+++).

Tabela 3. Avaliacao histolégica semi-quantitativa dos segmentos de tecidos das
orelhas de coelhos albinos da raca Nova Zelandia Branco, submetidos a



diferentes tratamentos nos diferentes dias.

Periodo | Tratamento | Leucécitos | Hemacias | Neovascularizacao | Fibroblastos Fibras Fibrin
de colagenas

tempo

3 dias T1 + + + ++ + +
T2 ++ ++ + + + +
T3 +++ ++ + + + +
T4 ++ ++ + + + +
T5 + + + +++ ++ ++
T6 + + + +++ ++ ++

7 dias T1 ++ + + ++ ++ ++
T2 ++ + + ++ ++ ++
T3 ++ + + ++ ++ ++
T4 ++ + + ++ ++ ++
T5 + + ++ +++ +++ ++
T6 + + ++ +++ +++ ++

14 dias T1 + - ++ + ++ +
T2 ++ - + + ++ +
T3 ++ - + + ++ +
T4 ++ - + + ++ +
T5 + - ++ + ++ +
T6 + - ++ + ++ +

21 dias T1 + - ++ + +++ -
T2 + - ++ + +++ -
T3 + - ++ + +++ -
T4 + - ++ + +++ -
T5 + - ++ + +++ -
T6 + - ++ + +++ -
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Figura 6. Fotomicrografias das feridas dérmicas de coelhos albinos da raga Nova Zelandia Branco no 3° dia de

pbs-operatério, submetidas aos tratamentos T1, T2, T3, T4, T5 e T6, evidenciando-se: (C) crosta,




(TE) tecido epitelial, (RF) rede de fibrina, (FC) fibras colagenas e (Ca) cartilagem elastica. H.E.
200x.
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Figura 7. Fotomicrografias das feridas dérmicas de coelhos albinos da raga Nova Zelandia Branco no 7° dia de
pbs-operatério, submetidas aos tratamentos T1, T2, T3, T4, T5 e T6 evidenciando-se: (C) crosta,
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