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RESUMO

A Copaifera langsdorffii € uma leguminosa nativa do Brasil, da qual pode ser
extraido um oleo resina, popularmente conhecido como 6leo de copaiba. Este
Oleo é amplamente utilizado para tratamento de feridas cutaneas como
antiinflamatodrio e cicatrizante. Apesar disso, poucas comprovacgoées cientificas do
verdadeiro efeito terapéutico desta planta medicinal foram produzidas. O objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito do tratamento tépico com C. langsdorffii no
processo de reparo e na atividade inflamatéria quando um corpo estranho € o
indutor da inflamagao. Para isso, 120 camundongos da linhagem BALB/c foram
submetidos a incisdo cirurgica linear de 1 cm no dorso, € uma laminula de vidro
circular com 12 mm foi implantada no espaco subcutaneo. Apds o implante a
incisdo foi suturada com fio de nylon e tratada topicamente. Quatro tratamentos
para a ferida foram estabelecidos: controle (C) solugdo salina estéril, controle
veiculo (CV) 6leo mineral estéril, tratamento 1 (T1) tratado com diluigdo (v:v) de
Oleo mineral estéril e 6leo de C. langsdorffii, tratamento 2 (T2) tratado com 6leo de
C. langsdorffii puro. Somente aos trés dias foi possivel perceber caracteristicas da
fase proliferativa como a reepitelizacdo, a presenca de fibroblastos e a
neovascularizagdo, porém os grupos tratados com o oleo (T1 e T2) nao
apresentavam reepitelizacdo. Esses grupos, (T1 e T2), aos cinco dias também
apresentavam na macroscopia maior intensidade de edema, hiperemia e
permanéncia de crostas serocelular. Nos grupos C e CV, apesar de discreta, era
predominante a presenga de mononucleares, enquanto nos grupos T1 e T2 o
infiltrado inflamatdrio era misto e de maior intensidade. Aos sete dias apesar de
reepitelizada, a epiderme dos grupos T1 e T2 ainda estavam cobertas por crosta
serocelular e o infiltrado inflamatério de células mononucleares continuava mais
acentuado na derme. Quatorze dias apds a incisdo cirurgica, os aspectos
macroscopicos dos grupos C e CV eram semelhantes e os grupos T1 e T2,
apesar de a ferida estar completamente fechada e sem crostas, a pele desses
animais estava espessada. Além disso, a derme do grupo T2 parecia ter fibrose
moderada, enquanto nos outros grupos era leve. Quanto ao perfil de migragao
celular para corpo estranho ao primeiro dia as células predominantes eram
polimorfonucleares neutrofilos, com raros mondcitos ou macréfagos. No entanto,
quando as feridas cirurgicas foram tratadas com 6leo observou-se o aparecimento
precoce de macrofagos (C= 7,21, CV= 18,57, T1= 19,17, T2= 23,76 p<0,05). Os
perfis de migracéo celular nos outros pontos experimentais nao foram alterados.
Esses resultados demonstraram que o tratamento topico com d6leo de C.
langsdorffii prejudicou o processo de reparagao normal de uma ferida na presenga
de um corpo estranho.

Palavras chaves: Oleo de copaiba, cicatrizante, antiinflamatério
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ABSTRACT

Copaifera langsdorffii is a Brazilian native leguminosae that produce resin-oil,
popularly known as copaiba oil. This oil is used in the treatment of skin wound like
antiinflammatory and wound healing. Despite, its popular use, there are few
published data about the therapeutic effect of this medicinal plant. The aim of the
study was to evaluate the topic treatment effect of the Copaiba oil on the process
of skin repair and inflammation induced by a foreign body subcutanously
implanted. 120 BALB/c mice were submitted to a 1 cm linear incision and one 12
mm circle coverslip was subcutaneously implanted. After implantation the surgical
incision was sutured. Four treatments groups were established: control, sterile
saline (C); vehicle control, sterile mineral oil, (VC); treatment 1 (T1), mineral oil
plus copaiba oil (V/V), and treatment 2 (T2) copaiba oil. The evaluations were
performed at pre-determined time points (1, 3, 5, 7 and 14 days). It was possible
to find fibroblasts, epithelial cells proliferation, re-epithelization and newly formed
blood vessels in all groups, however, all oil treated groups (T1 and T2) did not
present re-epithelization at three days post surgical incision. On day fifth, a higher
intensity of edema and hyperemia on the groups T1 and T2 was observed,
besides that, the T1 and T2 groups presented a serous cellular scab on the
wounds that was absent on the C and VC groups. The inflammatory reactions
among the groups C and VC showed more mononuclear cells than the T1 and T2
groups that presented a mixed cell patter composed from both mono and
polymorphonuclear cells. Although the surgical wounds were re-epithelizaded, in
the groups T1 and T2, they were covered by a serous cellular crust and the dermis
tissue still presented an intense mononuclear cell inflammatory focus. Fourteen
days after of the surgical incision, the gross aspects on groups C and VC were
similar and on groups T1 and T2, despite wound to be completely closed and
without crusts, the skin those animals was thickened. Furthermore, the dermis on
group T2 presented moderate fibrosis, while the other groups presented slightly
ones. The cell migrations to the foreign body was changed only on the first day,
while the predominant cells were neutrophils and rare monocyte or macrophage
on the C group, the VC, T1 and T2 groups showed a higher percentage of
macrophages in the coverslips (C= 7,21, VC= 18,57, T1= 19,17, T2= 23,76,
p<0,05). The oil treatment did not change the cell migration to the foreign body on
the next time points. The results demonstrated that topical treatment with C.
langsdorffii oil debilitated the normal wound repair process in the presence of a
foreign body.

Keywords: Copaiba oil, wound healing, anti-inflammatory



1. INTRODUCAO

Inumeras drogas sdo usadas na medicina alopatica como
antiinflamataérios e cicatrizantes. Com os avangos na biologia celular e molecular,
essas drogas tornam-se cada vez mais eficientes. Paradoxalmente, na medicina
alopatica, estdo disponiveis drogas capazes de alterar respostas fisiologicas,
modificar vias metabdlicas, bloquear receptores celulares, ou até mesmo, drogas
produzidas a partir de DNA recombinante. Por outro lado, na medicina alternativa,
as plantas medicinais, apesar de serem usadas de maneira cada vez mais
abrangente e muitas vezes representarem o unico recurso terapéutico de uma
comunidade, tém o uso baseado apenas em conhecimentos populares, faltando o
suporte de evidéncias experimentais que comprovem o potencial terapéutico,
mecanismo de acao, toxicidade e os possiveis efeitos colaterais.

Apesar do oleo de Copaifera langsdorffii ser amplamente
comercializado e indicado para tratamento de feridas, cientificamente pouco se
sabe a respeito desse 6leo dito “milagroso”. Poucos trabalhos sédo encontrados e
nem todos trazem todas as informagbdes necessarias, o que gera resultados
duvidosos e controversos. Nao bastasse a falta de conhecimento acerca do
verdadeiro potencial terapéutico, outros problemas estdo envolvidos na sua
utilizacdo como, por exemplo, a contaminagdo, a autenticidade e a mistura a
outros 6leos nas preparagbes comercializadas. Isso, além de alterar os efeitos
esperados, pode colocar em risco a saude dos consumidores.

A avaliagdo da atividade antiinflamatéria, na maioria das vezes, é
realizada através de dois testes. Um investiga a atividade antiinflamatéria aguda,
denominado teste de edema de patas, e outro a crbnica, o teste de implante de
chumaco de algodao. O estudo de migracao celular para corpo estranho nunca
fora utilizado com este propédsito, porém levantamos a hipdétese de que através
dele seria possivel investigar as duas fases da inflamacdo e ainda através da
avaliagao histoldgica da pele, poderiamos verificar a atividade cicatrizante.

Embora existam evidéncias consideraveis dos mecanismos
inflamatorios e de reparo de um tecido, e também estejam bem definidas as fases
desses processos, permanecem largamente inexplorados os mecanismos que

envolvem o processo de migragao celular para corpo estranho e 0 que regula a



retencdo das células dentro de tecido inflamado, assim como a interacdo delas
com um corpo estranho.

O objetivo desse trabalho foi avaliar as atividades cicatrizantes e
antiinflamatorias do 6leo de Copaifera langsdorffii, por meio dos exames macro e
microscopico da pele, e também pelo perfil de migragdo celular para corpo
estranho. Com os resultados visamos fornecer subsidios cientificos acerca da

utilizagcao deste 6leo no tratamento de feridas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O cerrado e suas plantas medicinais

Uma estreita relagdo entre o homem e as plantas consideradas
curativas sempre existiu em todas as fases do desenvolvimento das varias
civilizagcbes. Provavelmente, a tendéncia de utilizar plantas para tratamento dos
males € inata aos homens e animais (GOTTLIEB & KAPLAN, 1993). Como a
busca por alimentos era um processo continuo, foi através da observagcdo dos
efeitos que algumas plantas exerciam tanto sobre o organismo humano quanto
animal, que as pessoas puderam desenvolver uma medicagao herbacea propria
para cada tipo de doenga (STEIN, 1998).

As observagdes populares sobre o uso e a eficacia das plantas
medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacao das virtudes
terapéuticas dos vegetais. Apesar de n&o terem seus constituintes quimicos
conhecidos, esses vegetais sao prescritos com frequéncia devido aos efeitos
medicinais que produzem. Dessa forma, os usuarios de plantas medicinais tornam
validas informagdes medicinais que foram sendo acumuladas durante séculos
(MACIEL et al. 2002). Estudos que visam a comprovacédo da autenticidade das
informagdes populares estdo sendo continuamente desenvolvidos, de forma que
ao longo do tempo, uma gama de drogas de origem vegetal, inicialmente restritas
ao uso popular e até mesmo consideradas toxicas, estdo sendo incorporadas ao
arsenal terapéutico (FREIRE, 1992).

Estima-se em 1,5 milhées o numero de espécies vivas no globo
terrestre. Destas espécies, cerca de 300.000 estédo incluidas no reino Plantae
(MENTZ & BORDIGNON, 1999). O Brasil, com toda a sua riqueza natural, possui
cinco areas de grande abundancia de plantas nativas, estando entre elas o bioma
Cerrado, que ocupa mais de dois milhdes de Km? que equivalem a 23,9% do
territério nacional. No Cerrado, mais de 170 familias, 1.140 géneros distribuidos e
mais de 3000 espécies ja foram identificados. Entretanto, essa flora ainda nao
esta completamente conhecida, nem tdo pouco o0s recursos terapéuticos
oferecidos pelas plantas medicinais. Por esta razdo, unidades de conservagéo,

com areas significativas, deveriam ser criadas e mantidas nas mais diversas



regides do Dominio do Cerrado, a fim de garantir a preservagdo do maior numero
de espécies da flora deste Bioma, bem como da fauna a ela associada (GUARIM
NETO & MORAIS, 2003; MACHADO, et al., 2004)

Segundo LAUREANO (1999), a regido do Cerrado é rica em seu
formulario popular. As plantas medicinais sdo reconhecidas e utilizadas pelas
comunidades, e a agdo medicamentosa das preparagdes caseiras € comprovada
pelo uso popular. Os remédios caseiros preparados artesanalmente com as
plantas medicinais do cerrado ja revelam informagdes essenciais para os estudos
de sua confirmagao cientifica, cabendo aos pesquisadores aprofundarem os
estudos sobre essas espécies que ja sao amplamente usadas, conferindo as

mesmas, o selo de autenticidade cientifica.

2.2. As copaibeiras

As copaibeiras, conhecidas popularmente por dezenas de nomes, séo
comumente utilizadas na medicina alternativa. Elas sdo leguminosas da familia
Caesalpiniaceae e pertencem ao género Copaifera, onde 72 espécies estao
distribuidas. Destas, 16 sao encontradas apenas no Brasil, com destaque para C.
officinalis, C. guianensis, C. reticulata, C. multijuga, C. confertiflora, C. langsdorffii,
C. coriacea e C. cearensis (VEIGA Jr. & PINTO, 2002).

A Copaifera langsdorffii € uma arvore que atinge até 35 metros de
altura, encontrada tanto em areas de cerrado aberto como em areas de florestas
em varios estados brasileiros (BA, CE, ES, GO, MA, MG, MS, PB, PE, PI, PR, RJ,
RO, SP, TO). Essa leguminosa apresenta floragdo nos meses de dezembro a
marcgo e frutifica em agosto e setembro. As flores sdo de coloragédo branca e os
frutos sdo vagens secas de coloragdo marrom. Suas folhas sdo compostas, de
coloracdo bem verde e nos meses secos algumas folhas s&o perdidas e
posteriormente substituidas por novas com a tonalidade rosa (FREITAS &
OLIVEIRA, 2002; LORENZI & MATOS, 2005). A Figura 1 apresenta a arvore de

C. langsdorffii, suas folhas, flores, frutos, sementes e caule.



Observando a histologia do lenho da C. langsdorffii, MARCATI et al.
(2001) encontraram canais axiais entre as células parenquimaticas formando
espacos intercelulares grandes e longos. Esses canais tém capacidade secretora,
estdo presentes em todas as espécies do género Copaifera e sdo responsaveis
pela produgao de um déleo, o conhecido 6leo de copaiba que, segundo VEIGA Jr.
& PINTO (2002), trata-se de um produto de metabolismo secundario que atua na

defesa da planta contra animais, fungos e bactérias.

Figura 1 — Copaifera langsdorffii.
Fonte: (LORENZI & MATOS, 2005)

O dleo de copaiba é uma resina formada por acidos resinosos e
substancias volateis. Conforme ALONSO (1998), de 30 a 90% da composi¢ao séo
Oleos volateis compostos principalmente por sesquiterpenos tais como: B -
bisaboleno, B - cariofileno, 6 e y - cadineno, a e - copaeno, a - cubebeno, o e f§ -
selineno, y - muuroleno, B - cubeleno, aromadendreno, B - elemeno, humuleno, o -
copaeno, cipereno. VEIGA Jr. & PINTO (2002), em uma vasta revisdo de
literatura, encontraram 72 sesquiterpenos diferentes e 27 acidos diterpenos, como
por exemplo, o acido caurenoico, B-caurendico e polialtico, isolados por FERRARI
et al, (1971). VEIGA Jr. & PINTO (2002) também citam a presenga de taninos,
aminoacidos nao protéicos, como o N-metil-4-hidroxiprolina e acido copalico, este
ultimo presente em todos os 6leos de copaibas, servindo como biomarcador do

género Copaifera em analises de autenticidade.



O 6leo é um liquido transparente, com uma coloragado variando do
amarelo ao marrom e, somente na C. langsdorffii, o 6leo apresenta-se vermelho,
sendo, por essa caracteristica, conhecida como “copaiba-vermelha”. A
composi¢cao quimica, o aroma, a viscosidade, a coloragéo e o conteudo de dleos
volateis podem variar muito entre as diferentes espécies de copaibas. As
diferencas entre as espécies podem estar relacionadas também com fatores
ambientais, como sazonalidade, clima e solo. Assim, nem todas as plantas
exsudam o6leos com propriedades terapéuticas (PLOWDEN, 2004; VEIGA Jr. &
PINTO, 2002).

2.3. O 6leo de copaiba para fins terapéuticos

O dleo de copaiba e suas propriedades medicinais eram bastante
difundidos entre os indios latino-americanos a época que aqui chegaram os
primeiros exploradores europeus no século XVI. Os primeiros colonizadores
relataram que as mulheres indias aplicavam este 6leo no corddo umbilical dos
recém-nascidos e o0s guerreiros, apos as batalhas, em seus ferimentos. Este
conhecimento, ao que tudo indica, veio da observagdo do comportamento de
certos animais que, quando feridos, esfregavam-se nos troncos das copaibeiras
para cicatrizarem suas feridas (SALVADOR, 1975).

Como citado por VEIGA Jr. & PINTO (2002), estranhamente, esse
Oleo € utilizado para uma variedade de aplicacbes terapéuticas como:
estimulante, diurético, laxativo, expectorante, bronquite, inflamagdes de garganta,
pneumonia, sinusite, psoriase, dermatite, cicatrizante de feridas, antitetanico, anti-
hemorragico, anti-reumatico, anti-ulcerogénico, antisséptico do aparelho urinario,
antiinflamatorio (BASILE et al., 1988) e mais algumas outras. Assim mesmo,
diante de tantas aplicagbes terapéuticas desses oOleos, os estudos farmacologicos
descritos até o momento sdo escassos e a confiabilidade dos resultados também
(MACIEL et al. 2002).

PAIVA et al. (1998) atribuiram ao 6leo-resina da Copaifera langsdorffii
um efeito protetor da mucosa gastrica. Para isso, trés grupos de ratos foram
submetidos a condigdes que os provocaram desenvolvimento de ulceras gastricas

(etanol, indometacina e estresse pelo frio excessivo). Aprofundando as



investigacoes, PAIVA et al. (2003) e PAIVA et al. (2004a) induziram a formagao
de colite através da aplicacdo de acido acético em ratos e verificaram uma agéao
antiinflamatoria potente, pois os niveis de mieloperoxidase (MPO), marcador do
acumulo de polimorfonucleares, e malondialdeido (MDA), um bom indicador de
peroxidacgao lipidica, estavam diminuidos em animais tratados com C. langsdorffii.
Nessas ocasides, atribuiu-se a atividade antiinflamatoria a um diterpeno, o acido
caurendico (PAIVA et al., 2003) presente na C. langsdorffii, pois este acido inibe a
atividade de transcricdo do Fator Nuclear- kB (NF-kB), uma importante molécula
envolvida no processo de ativagao celular na resposta imune inata (CASTRILLO
et. al, 2001).

Ao acido caurendico do 6leo da C. langsdorffii também foi atribuido o
efeito protetor contra o dano tecidual provocado pela isquemia e reperfusdo no
intestino. A isquemia/reperfusdo desperta uma resposta inflamatéria complexa,
envolvendo o sistema complemento, a marginagdo e agregaciao de
polimorfonucleares e a produgcao de radicais livres, os quais sdo responsaveis
pela injuria tecidual. PAIVA et al. (2004b) utilizaram doses orais ou intraretais do
O0leo resina de C. langsdorffi momentos antes de provocarem a
isquemia/reperfusdo e perceberam que os animais tratados previamente
apresentaram diminuigao significativa de MPO, MDA e também de nitritos. Assim,
através desses resultados puderam concluir que o 6leo resina de C. langsdorffii
previne os danos causados ao tecido. Além disso, sugerem que este efeito pode
ser, pelo menos em parte, devido as a¢des antioxidantes e anti-lipoperoxidativas.

BRITO et al. (1998) e BRITO et al. (1999), em seus experimentos
avaliaram o efeito do 6leo de Copaifera reticulata na cicatrizagdo através de
aplicacao topica em feridas de ratos e puderam perceber, na analise
macroscopica, que naquelas feridas tratadas com o6leo a cicatrizacao era mais
tardia em relagdo ao grupo controle tratado com solugao salina. Da mesma forma,
na avaliagcdo microscopica, 0s animais tratados com a planta medicinal
apresentavam o tecido mais inflamado e com menos fibras colagenas. Por outro
lado, PAIVA et al. (2002) investigaram a atividade de cicatrizacdo de ferida em
ratos através de estudo com Copaifera langsdorffii e obtiveram resultados que
permitiram afirmar os efeitos benéficos do dleo-resina desta espécie, justificando

0 uso tradicional para o tratamento de feridas.



2.4 Inflamacgéo

2.4.1 Introducao geral

A reagdo do organismo frente a agentes inflamatérios ou agentes
flogogénicos vem sendo estudada desde os tempos antigos. Ha4 mais de 2000
anos, Aulus Celsus (30 a. C — 38 d. C) ja descrevia sinais clinicos causados por
agentes agressores, conhecidos como os quatro sinais cardeais da inflamagéo:
rubor, tumor, calor e dor. Mais tarde, o médico grego Galeno (130 — 201 d. C)
acrescentou aos sinais cardeais um quinto sinal, que seria a perda da fungao
(FANTONE & WARD, 2002).

O que até entado era conhecido como doenca, pode ser visto como uma
reagcao benéfica, através das explicagdes de John Hunter (1728 — 1793), que
compreendeu a inflamagcdo ndo como uma resposta deletéria, mas como um
processo benéfico, ao demonstrar que o rubor e o calor eram consequéncia do
maior aporte sanguineo em virtude da dilagdo dos vasos. Contudo, como em
outros processos organicos, a inflamagao pode alcangar condigbes aberrantes e
lesivas (RINGLER, 1997).

Com os avangos tecnolégicos e com auxilio da microscopia,
pesquisadores como Rudolf Virchow (1821 — 1905), Julius Cohnheim (1839 —
1884), Elie Metchnikoff (1845 — 1916) e Thomas Lewis (1881 — 1945) puderam
descrever detalhes como: reagdes celulares, eventos vasculares, o papel da
fagocitose e a influéncia de mediadores quimicos (RINGLER, 1997; TIZARD,
1998; FANTONE & WARD, 2002; DIAS da SILVA & MOTA, 2003).

Historicamente a inflamacgao é classificada como aguda e crbnica, de
acordo com a duragao, caracteristicas histopatoldgicas, severidade e natureza da
resposta inflamatdria e, apesar de parecer fases isoladas, o processo inflamatario
e a reparagao de um tecido sao fendbmenos dinamicos, constituidos de diversas
etapas, sem limite muito bem definido, que se inter-relacionam no sentido de
localizar, tentar eliminar o agente agressor e, por fim, ajudar a iniciar o reparo do
dano tecidual (TIZARD, 1998).



2.4.2 O tecido conjuntivo é o substrato anatdmico da resposta inflamatéria

O processo inflamatorio ocorre basicamente no tecido conjuntivo
vascularizado, onde células sanguineas, células do estroma e todas as estruturas
dentro deste microambiente estdo envolvidas (BUCKLEY et al. 2001). O tecido
conjuntivo possui duas grandes populagdes de células. As células teciduais
proprias ou residentes como os fibroblastos/fibrocitos, macréfagos/histiocitos e
mastocitos e certas subpopulagdes de células dendriticas e as células migrantes
ou em transito tais como os neutréfilos, eosindéfilos, mondécitos/macréfagos e
eventualmente, linfécitos e certas subpopulacdes de células dendriticas (DIAS da
SILVA & MOTA, 2003).

Em uma injuria tecidual ndo ocorre apenas a morte de células, mas
também a matriz de sustentagdo da arquitetura celular é progressivamente
destruida, resultando em colapso e distorcdo de estruturas normais. Muitos
componentes da matriz sdo cruciais para a homeostase e funcionamento normal
do tecido (DUFFIELD, 2003). Além do envolvimento das células do tecido
conjuntivo e dos vasos sanguineos, o processo inflamatério também envolve as
fibras, em especial as colagenas, reticulares, fibronectinas e elasticas e a
substancia fundamental amorfa. Essa substancia amorfa é constituida de
proteoglicanos ou glicosaminoglicanos. Os glicosaminoglicanos podem ser:
condroitin-sulfato, queratan-sulfato, dermatan-sulfato e heparan-sulfato. Esses
glicosaminoglicanos encontam-se associados aos proteoglicanos, que se
caracterizam por uma diversidade molecular e de localizagdo como, por exemplo,
nas membranas celulares, onde s&o encontradas moléculas de sindecam, ou nas
membranas basais, as moléculas de perlecam (OKSALA et al. 1995).

Ou seja, todas as estruturas do tecido conjuntivo sao particularmente
importantes na iniciagao da inflamacgé&o, por serem: (1) o alvo do irritante primario;
(2) as estruturas mais afetadas pela lesdo causada as células adjacentes; (3) por
induzirem o exsudato inflamatério; (4) por produzirem os mediadores
inflamatoérios, entre eles incluem-se moléculas de adesdo celular, citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento (DOUGLAS, 2000; DAVIS et. al., 2003).
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2.4.3 As alteragOes vasculares

Alteragcdes hemodinadmicas ocorrem quase imediatamente apds uma
lesdo tecidual, através do envolvimento de diversos mediadores inflamatérios
capazes de promover alteragdes vasculares que resultam em modificacbes no
calibre dos vasos, no fluxo de sangue e também em alteragdes na permeabilidade
capilar (DOUGLAS, 2000).

Essas alteragbes vasculares proporcionam o acontecimento de trés
fendmenos importantes no desenvolvimento da inflamagéo: a hiperemia ativa, a
estase sanguinea e a exsudacdo. Nos momentos iniciais ocorre a constricao
transitoria das arteriolas locais, segundos depois, 0s pequenos vasos sanguineos
se dilatam e os capilares enchem-se de sangue, caracterizando assim a
hiperemia ativa, representada clinicamente pela vermelhiddo do local. Esses
capilares permanecem abertos pela presenca de globulos vermelhos e a
circulagc&o torna-se mais lenta, caracterizando a estase sanguinea. Além disso, ha
a saida de liquido de origem plasmatica, rico em proteinas, denominado
exsudato, de dentro dos vasos para os espagos extravasculares, causando a
diminui¢do intravascular e aumento extravascular da pressdo osmotica, o que
resulta no aumento da pressao hidrostatica e consequente formag¢ao do edema no
tecido conjuntivo (RINGLER, 1997; DIAS da SILVA & MOTA, 2003).

2.4.4 Os mediadores inflamatdrios

Os varios mediadores inflamatérios normalmente atuam restringindo as
consequéncias e a extensao do dano tecidual, induzindo somente sinais locais.
Entretanto, dependendo da persisténcia e/ou intensidade da lesdo, alguns
mediadores podem difundir-se e mediar sinais e sintomas sistémicos. Sob
influéncia desses mediadores, os vasos sanguineos expostos a injurias
endoteliais passam a apresentar mecanismos biologicamente ativos, que atuam
no sentido de promover a regeneracdo e restabelecimento da homeostase, e
também de favorecer o desenvolvimento da inflamacdo. Isso inclui a ativagao

plaquetaria, migracdo e proliferacdo de células de musculo liso, deposi¢cdo de
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matriz extracelular e também o aumento da expressdo de moléculas de adesao
celular (ROSENBERG & GALLIN, 2003).

Os mediadores inflamatérios podem ser classificados quanto a fungao:
aqueles com propriedades vasoativas e de contracdo de musculo liso como
histamina, serotonina, Fator Ativador de Plaquetas (PAF) e os metabdlitos do
acido araquidonico, prostaglandinas e leucotrienos; as proteases do plasma que
consistem de cininas, fatores da coagulagdo e moléculas ativadas do sistema
complemento; citocinas liberadas por leucécitos e células teciduais e moléculas
reativas de oxigénio e nitrogénio (FORD-HUTCHINSON, 1990; MAJNO &
PALADE, 1961; MALMSTEN, 1986; SIROIS & BORGEAT, 1984; HICKLEY &
KUBES, 1997).

MAJNO & PALADE (1961) conseguiram constatar as atividades
vasoativas das moléculas de histamina e serotonina, uma vez que elas eram
capazes de tornar as jungdes intercelulares das células endoteliais praticamente
desconectadas. O PAF é sintetizado por uma variedade de células inflamatdrias
como macrofagos, neutrdfilos, eosinofilos, basofilos, fibroblastos e células
endoteliais. Esse mediador inflamatério exerce atividades enddcrinas, paracrinas
e autdcrinas, afetando uma variedade de tipos celulares. Entretanto, sua principal
funcdo no desenvolvimento da resposta inflamatéria € provocar alteragcbes de
permeabilidade vascular (PRESCOTT et al., 2000).

O acido araquidbénico € um acido graxo nao saturado presente em
fosfolipidios de membrana celular. Sua degradagao gera uma reacado enzimatica
complexa através de duas vias: uma delas é a via da cicloxigénase, que culmina
na produgédo de prostaglandinas, e outra, a via da lipoxigenase, que culmina na
sintese de leucotrienos. As prostaglandinas PGE+ e PGE; induzem a inflamacéo e
potencializam os efeitos de outros mediadores inflamatdrios, principalmente da
histamina e da prostaglandina Tromboxano A;, que promove a agregagao
plaquetaria e a vasoconstricdo. Assim como as prostaglandinas, os leucotrienos
também induzem a inflamacido e potencializam os efeitos da histamina. Além
disso, os leucotrienos possuem efeito na quimiotaxia e, portanto, no

extravasamento de neutrofilos, eosinodfilos e monaocitos (SANDULACHE, 2007).
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O sistema complemento é um sistema de cascata de proteinas que nao
s6 possui um importante papel no sistema de defesa, como também contribui
para a amplificacdo da resposta inflamatéria quando é ativado excessivamente ou
de forma descontrolada, pois, a ativagdo do complemento, pode gerar
anafilatoxinas como C3a, C4a e C5a, que promovem a vasodilatacdo e o aumento
da permeabilidade vascular. Outro produto da ativagdo do complemento é o
Complexo de Ataque a Membrana (MAC), um eficiente sistema de defesa contra
microorganismos opsonisados. Além disso, esse sistema participa da ativagao,
adesao e quimiotaxia de leucécitos e aumenta a fagocitose (ABE, 2006).

Fagdcitos (granuldcitos e macrofagos) sao equipados com enzimas
que geram moléculas reativas de oxigénio e nitrogénio como o superoxido, o
peréxido de hidrogénio e o o6xido nitrico, altamente tdxicas e com potente
atividade antimicrobiana, que quando sao langadas excessivamente no ambiente
extracelular podem causar danos no tecido adjacente. O superodxido e peroxido de
hidrogénio também servem como substrato para a enzima MPO, estocada nos
granulos primarios dos neutrdfilos. O oOxido nitrico, além de propriedades
vasodilatadoras, também regula outros mecanismos fisioldgicos como a
agregacao plaquetaria e a adesao de leucdécitos (NIU et al., 1994; HICKLEY &
KUBES, 1997). As citocinas Fator de Necrose Tumoral - a (TNF-a) e Interleucina -
1 (IL-1), também exercem influéncia sobre a expressao de moléculas de adeséo e
participam de mecanismos regulatérios do extravasamento de leucdcitos para o
tecido (HICKLEY & KUBES, 1997).

2.4.5 Moléculas de adeséo que participam do extravasamento de células

Quando o endotélio encontra-se ativado, esta preparado para que
ocorra o extravasamento de células, um fendbmeno dependente da ligacdo entre
moléculas de adesao dos leucécitos e a superficie endotelial, que resulta na
transmigracao de leucécitos do interior do vaso até o espago extravascular. Este
processo exige eventos de adesdes transitorias, regulaveis, reversiveis, e inclui
trés passos: (1) marginagéo, rolagem e adesao no endotélio; (2) transmigragéo
através das células endoteliais (diapedese); (3) migragcado nos tecidos em diregéo

a estimulos quimiotaticos ou quimioatraentes (ALBELDA et. al. 1991).
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Devido as mudangas nas condi¢gdes hemodinédmicas da circulagao
sanguinea, mais precisamente devido a estase sanguinea, os leucocitos que
circulavam no centro do vaso passam a circular mais proximo da periferia do fluxo
e, dai, para a superficie do endotélio vascular. Esse fendmeno é conhecido como
marginagao leucocitaria. Em seguida, os leucécitos aderem transitoriamente ao
longo do endotélio (rolagem) e finalmente alguns pontos da superficie celular
aderem mais firmemente (ades&o). Na sequéncia, os leucocitos inserem
pseuddépodes entre as jungbdes das células endoteliais assumindo uma posi¢ao
entre estas células e a membrana basal. Por fim, atravessam a membrana,
passam para o espacgo extravascular e migram em diregdo ao tecido intersticial
afetado (TRAVIS, 1993; DIAS da SILVA & MOTA, 2003). As principais classes de
moléculas de adesdo celular envolvidas neste processo sao as selectinas,
integrinas e as moléculas de adesao celular da superfamilia das imunoglobulinas
e glicoproteinas semelhantes a mucina e caderinas (DIAS da SILVA & MOTA,
2003).

Na classe das selectinas incluem-se: a P-selectina, que esta estocada
nos granulos-o. das plaquetas e nos corpos de Weibel-Palade das células
endoteliais e € mobilizada rapidamente para a superficie quando as células séo
estimuladas; a E-selectina, que ndo esta sempre presente nas células endoteliais,
porém sdo transcritas e mobilizadas para a superficie sob o estimulo de TNF-a,
Interleucina 1P (IL-1B), toxinas bacterianas e oxidantes; e por ultimo a L-selectina,
que esta presente em muitos leucdcitos. As selectinas ligam-se aos
oligossacarideos que, por sua vez, estdo associados as varias glicoproteinas
semelhantes a mucina, como: a Molécula de Adesido Celular Dependente de
Glicosilagdo - 1 (GlyCAM-1), que é ligante de L-selectina; a Glicoproteina da P-
selectina -1 (PSGL-1) e a molécula de Sialil-Lewis X (SLe*), que s&o os ligantes
primarios de P-selectina e estdo presentes na parede de leucdcitos. A ligagao
entre essas moléculas promove uma interacdo de baixa afinidade e resulta no
processo de rolagem (LEY et. al. 1998; DAVIS et. al. 2003; STEEBER et. al. 1998;
TAKAHASHI et. al. 2001).
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No grupo das moléculas de adesado celular da superfamilia das
imunoglobulinas incluem-se duas moléculas de ades&o endoteliais: as moléculas
de adesé&o intracelular-1 e 2 (ICAM-1 / ICAM-2) e moléculas de adeséo as células
vasculares-1 (VCAM-1). Ambas interagem com integrinas encontradas nos
leucdcitos. As integrinas sado proteinas heterodiméricas compostas por
subunidade o e B. A VLA-4 é a principal B1-integrina em leucécitos e esta
expressa em eosindfilos, mondcitos, linfécitos e nao esta presente em neutrofilos.
Esta integrina € um ligante importante de VCAM-1 em células endoteliais. Ja as
B2-integrinas, LFA-1 (CD11a/CD18) e Mac-1 (CR3 ou CD11b/CD18) séao
expressas em leucdcitos e se ligam a ICAM-1. Sob o estimulo das citocinas TNF-
o e IL-1B as integrinas VLA-4 e LFA-1 nos leucdcitos se convertem a um estado
de alta afinidade o que resulta uma adesao firme entre as moléculas do leucécito
e do endotélio. A pB2-integrina Mac-1, também é capaz de se ligar a outros
componentes da parede vascular, incluindo proteinas da matriz extracelular, tais
como a fibronectina, laminina e o colageno, assim como, as proteinas da
coagulagao, fibrinogénio, fator X e proteinas desnaturadas (LEY et. al. 1998;
DAVIS et. al. 2003; STEEBER et. al. 1998; TAKAHASHI et. al. 2001).

2.4.6 Migracao leucocitéaria para o tecido lesado

O sistema imune funciona como um sistema vigilante contra a invasao
de patégenos, toxinas, lesdes ou danos teciduais que perturbam a homeostase do
organismo, procurando realizar a destruigao rapida e eficiente dos mesmos. Para
isso existe a necessidade do recrutamento de leucdcitos até o local da inflamacgao
aguda ou crbnica, envolvendo a interagdo dos leucécitos, especialmente
neutrofilos e mondcitos, com o endotélio vascular (BROWN, 1997).

A migracédo leucocitaria inicia-se no processo de extravasamento e
ocorre através da ligacao instavel entre a P-selectina, expressa na parede do
endotélio, e as glicoproteinas SLe* e PSGL-1, presentes na parede dos neutréfilos
e monaocitos. Como essa ligagdo ndo possui resisténcia ao fluxo sanguineo, os
leucécitos promovem uma rolagem ao longo da parede endotelial.
Posteriormente, ainda sob estimulos de mediadores inflamatérios, as células

endoteliais passam a expressar E-selectina, que também se liga as



15

glicoproteinas. Ao mesmo tempo, interagdes entre integrinas e membros da
superfamilia das imunoglobulinas comegam a ser estabelecidas, principalmente
entre as P2-integrinas e ICAM-1. As citocinas TNF-a e IL-1B produzidas por
macréfagos teciduais entram nos vasos, ligam-se nas moléculas de sulfato de
heparan das células endoteliais e a presenca dessas citocinas também ativa os
leucocitos que estdo em rolamento e induz uma adesao mais firme com o
endotélio durante a inflamacao aguda (KAKKAR & LEFER, 2004; LEY et. al. 1998;
STEEBER et. al. 1998).

Uma vez aderido ao endotélio os leucdcitos iniciam o processo de
transmigracédo até o espacgo subendotelial através das jungdes intercelulares
endoteliais. As p2-integrinas, LFA-1 e de Mac-1, sdo expressas tanto nos
leucdcitos como nas jungdes intercelulares e sdo moléculas importantes nesse
processo, assim como, uma molécula de adesdo, a PECAM-1, presente
principalmente na superficie das plaquetas e células endoteliais, mas também na
superficie de leucécitos. Essa molécula é homologa a uma glicoproteina presente
em plaquetas e células endoteliais de bovinos, a molécula de adesao celular do
endotélio (endoCAM). A PECAM-1 também é expressa em mondcitos do sangue,
neutrofilos, plaquetas e em algumas células T (ALBELDA et. al. 1991).

SOLOWIEJ et al. (2003), com a possibilidade de utilizar animais
“Knockout” para PECAM-1, conseguiram compreender melhor o papel dessa
molécula no processo inflamatério. Estes autores perceberam que a falta de
PECAM-1 afeta tanto o processo de migragéo celular de leucécitos como também
o desenvolvimento do mecanismo de reparacdo, como por exemplo, na deposigcao

de matriz extracelular e angiogénese.

2.4.7 Neutrofilos

Os neutrdfilos sao as primeiras células encontradas em areas de tecido
lesado. Possuem tempo de vida curto e contém no citoplasma enzimas e
substancias antibacterianas que s&o usadas para destruir e degradar as
particulas endocitadas. Ao contrario de outras células envolvidas na resposta
inflamatdria, como os macréfagos, mastdcitos e células dendriticas, os neutréfilos

nao habitam os tecidos antes de uma lesdo ou infecgcdo. Porém, devido a
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producdo de reativos de oxigénio e nitrogénio, sdo capazes de exacerbar e
propagar a inflamagao (MEDZHITOV, 2003).

A migracdo celular ocorre sob a influéncia de substancias
quimiotaticas, como os componentes do complemento (Cb5a), fatores de
crescimento de polipeptidios (Fator de Crescimento de Nervo (NGF), Fator de
Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF)), citocinas (Interleucina-8 (IL-8) e
FNT-a) e mediadores lipidicos (leucotrienos B4, PAF) (NOHGAWA et al., 1997).
REIBMAN et al. (1991) também demonstram que o Fator de Crescimento
Transformador-B1 (TGF-f1) tem importante participagdo na migragcdo de
neutrofilos na presenga de IL-1 e FNT-a.

TAKAHASHI et al. (2001) estabeleceram trés passos para que ocorra o
recrutamento de neutréfilos. O primeiro passo ocorre via citocinas e mediadores
inflamatdrios, como IL-8 e PAF produzidos por células endoteliais ativadas. No
segundo passo, os primeiros neutrofilos aderem ao endotélio via Mac-1 e ICAM-1
sob a influéncia de células endoteliais ativadas e PAF. O terceiro, e
provavelmente o mais potente deles, é a sintese de Fator Estimulador de Colbnia
de Granuldcitos Macrofagos (GM-CSF) pelo endotélio ativado, sendo que este
ultimo passo aumenta a ativagdo dos neutrofilos durante a migragao
transendotelial e resulta em maior atividade efetora dessas células.

Embora TAKAHASHI et al. (2001) tenha atribuido a molécula GM-CSF
a principal responsavel pela ativagdo dos neutroéfilos durante a transmigragao, WU
et al. (2005) utilizaram um ensaio in vitro e esclareceram que a molécula PECAM-
1 € essencial na migragao celular de neutréfilos quando eles s&o estimulados por
IL-8, uma vez que perceberam que neutréfilos deficientes em PECAM-1 tém a
migragao direcionada e a velocidade de migragao diminuidas. Além disso, esses
autores sugeriram que esses fendbmenos sao regulados por moléculas
intracelulares que participam da transducédo de sinais, como por exemplo, as

Proteinas tirosinas fosfatases SHP-1 e SHP-2.
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2.4.8 Monécito

O mondcito € um segundo tipo celular que se envolve no processo
inflamatorio apds a injuria do tecido. Essa célula € precursora circulante dos
macrofagos, possui baixa capacidade fagocitica e alta expressdo de moléculas
adesao. Durante a resposta inflamatéria os monécitos migram em direcéao ao local
da injuria onde ja existe grande numero de macrofagos residentes teciduais
(BIANCO et al. 1979). A interagdo entre mondcitos e células endoteliais pode
induzir a sintese de GM-CSF o que estimula a produgéo desse tipo celular pela
medula éssea, ocorrendo o consequente aumento da quantidade dessas células
no espaco subendotelial (DUFFIELD, 2003; TAKAHASHI, et al., 1996).

Quando alcancam o espago subendotelial, os mondcitos ficam
expostos a um ambiente de citocinas, quimioatraentes e fatores de crescimento, o
que induz a diferenciagdo em macrofagos e sua consequente ativagdo. Os
macréfagos aparecem nos cortes de tecido como células arredondadas, mais
volumosas que os fibrocitos, de citoplasma claro e nudcleo irregularmente
pregueado. Essas células possuem receptores de membrana que reconhecem
estruturas estranhas, presentes na superficie dos patégenos, diferentes daquelas
encontradas nos tecidos do hospedeiro. JANEWAY (1989), citado por
MEDZHITOV (2003), descreveu a existéncia de Padrées Moleculares Associados
aos Patdgenos (pathogen-associated molecular patterns — PAMPSs), esses
padrées sdo motivos altamente conservados, essenciais para a vida e viruléncia
dos patégenos, e sao detectados por receptores do hospedeiro conhecidos como
Receptores de Reconhecimento de Padrbes (pattern-recognition receptors -
PRRs). Esse sistema de reconhecimento possibilita a resposta adequada para o
patdgeno identificado.

Além de PRRs que sinalizam a presenca de infecgdo, os macréfagos
também possuem PRRs fagociticos. Esses receptores auxiliam no processo de
fagocitose e servem para o reconhecimento de receptores de Fc de
imunoglobulinas, componentes da parede celular de microorganismos,
componentes alterados da matriz extracelular e debris ou restos celulares. Um
importante exemplo de PRR fagocitico é o “Scavenger receptor’, uma

glicoproteina de superficie celular presente nos macréfagos e com alta
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capacidade de fazer o reconhecimento de particulas ndo opsonisadas, como
componentes da matriz extracelular e debris celulares (PALECANDA & KOBZIK,
2001; MEDZHITOV, 2003).

Os macrofagos desempenham fungdes variadas, muitas das quais
estdo envolvidas no processo inflamatoério. Conforme RINGLER (1997), a ativagéo
dos macrofagos aumenta a capacidade de sintese de um grande repertério de
produtos proinflamatérios, como IL-1, FNT-a, PAF, prostaglandinas, componentes
do sistema complemento, produtos da procoagulagdo como os fatores V e VIl da
coagulagdo e a tromboplastina. Além disso, essas células sdo capazes de
elaborar lisozimas, proteases, e lipases que nao s6 tem a capacidade de matar
microorganismos, mas também facilitam a digestdo e subsequente remogao do
tecido lesionado ou morto.

De acordo com a revisdo de DUFFIELD (2003), a ativacdo dos
macrofagos pode ser induzida por diferentes estimulos como, por exemplo, a
ligacdo com receptores de citocinas (IFN-y, FNT-a, IL-1, IL-12), a exposi¢do aos
produtos do complemento, fatores de coagulagdo e porgdes Fc de
imunoglobulinas, além de exposi¢cao aos produtos bacterianos (lipopolissacarideo
(LPS), DNA bacteriano, carboidratos), hipoxia do tecido e também exposicédo a
matriz extracelular anormal. Contudo, nem todas as citocinas causam a ativagao
dos macréfagos. As citocinas IL-4, TGF-B, IL-10 e IL-13 exercem um papel
regulador antiinflamatério, o que n&o significa a inativagcdo dos mesmos, uma vez
que eles aumentam a capacidade fagocitica de restos celulares e particulas.

A fagocitose representa uma das mais importantes manifestagdes da
reacao inflamatéria aguda. Entretanto, os metabdlitos do oxigénio gerados nos
processos de digestédo celular sdo letais tanto para os agentes agressores quanto
para as células adjacentes a lesdo. Por esse motivo ha a necessidade de controle
do processo inflamatoério para que ele ndo alcance condigdes aberrantes e lesivas
(RINGLER, 1997). Entretanto, para DUFFIELD (2003), quando os macrofagos se
envolvem na ingestdo de células mortas no processo inflamatério, as atividades
pré-inflamatérias desempenhadas por essas células diminuem e entdo os
macrofagos se alteram para células com uma capacidade melhor de iniciar o

processo de reparo e cicatrizagao do tecido.
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2.4.9 Mastécitos

Os mastécitos sdo comumente distribuidos pelo corpo no tecido
conjuntivo e sdo muito similares em suas propriedades aos basdfilos.
Particularmente, os mastécitos protegem a superficie das mucosas dos pulmbes e
do trato gastrointestinal, além da derme. Os mastécitos geram uma série de
mediadores inflamatorios heterogéneos quanto a sua poténcia e fungéo biologica,
dentre eles os granulos secretorios pré-formados, como a histamina e proteases,
mediadores derivados de lipideos como leucotrienos e prostaglandinas e, por fim,
diferentes tipos de citocinas e quimiocinas (METCALFE et al., 1997; MOTA,
1995), tais como TNF-a e TGF- (WALSH et al., 1991; RODELLA et al., 2006).

REZZANI, et al. (2004) e RODELLA et al. (2006) defendem a hipotese
de que os mastdcitos estdo diretamente envolvidos na resposta inflamatéria para
corpo estranho e que a produgcdo de mediadores derivados de mastécitos tém
grande importancia no desenvolvimento de mecanismos patologicos da

inflamacao e reparo.

2.4.10 Plaquetas

Além das suas funcdes em processos hemostaticos e formacao de
trombos apds a injuria do endotélio, as plaquetas do sangue também participam,
pelo menos em parte, dos processos inflamatoérios e de reparo do tecido. Para
esse propodsito as plaquetas colaboram com todos os tipos de leucdcitos. As
plaquetas ativadas secretam substancias quimiotaticas, auxiliam as ligagbes entre
os leucécitos e o endotélio, facilitando o extravasamento, e ainda podem
influenciar a resposta inflamatéria, estimulando ou inibindo vias. Porém, as
proprias plaquetas contém uma série de substancias pro-inflamatorias, e
consequentemente sao consideradas células efetoras e mediadoras da
inflamacao (KLINGER,1997).
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2.5 Reparo e cicatrizacao do tecido

Para muitos, o processo de cicatrizagcao é considerado uma evolugao
do processo inflamatdrio crénico, mas para outros, concomitante com o processo
inflamatério estdo ocorrendo simultaneamente processos de reparagdao na
tentativa de restaurar a integridade anatédmica e funcional do tecido, ou seja, ha
um desencadeamento do processo de cicatrizacdo desde o inicio dos processos
inflamatorios instalados no tecido (ANDRADE, 1999). O mecanismo de
cicatrizacdo de uma lesao total da pele € um processo dindmico que envolve
fendmenos bioquimicos e fisioldgicos, que se comportam de forma harmoniosa a
fim de garantir a restauragéo tissular de todas as camadas, incluindo a epiderme,
derme, hipoderme e paniculo carnoso (MANDELBAUM et al, 2003).

Diferentes classificagdes didaticas sao utilizadas para facilitar o
entendimento de um processo totalmente dindmico e com fases téo
interdependentes como a cicatrizagdo. Entretanto, a maioria dos autores
considera basicamente trés estagios no processo de reparagado: inicialmente um
estagio inflamatorio, seguido de uma fase fibroblastica, na qual ocorrem as fases
de contracao, proliferacao e reepitelizagdo e, por fim, o reparo acaba em um
estagio de maturacéo e remodelacdo (MARTINEZ-HERNANDEZ, 2002).

2.5.1 Fase inflamato6ria

Uma injuria tecidual quase sempre provoca uma lesdo de vasos
sanguineos, ativando a cascatas de coagulagdo, do complemento e das cininas,
provocando a ativagao do plasminogénio, a agregacgao e ativagao de plaquetas.
Assim, a primeira fase do processo de cicatrizagdo se inicia com fendbmenos
coagulativos (BALBINO et al, 2005).

Essa sequéncia inicial de eventos proporciona os estimulos
necessarios para que ocorra a fase inflamatdria, caracterizada por uma reagao
inflamatdria aguda no local. Como falado anteriormente, os neutréfilos sao as
primeiras células atraidas para o local, com a fungdo de matar e fagocitar
microorganismos que estiverem presentes. Entre dois e cinco dias apds a injuria,

0s macrofagos migram para a lesdo com o intuito de auxiliar os neutréfilos na
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fagocitose de microorganismos e de células apoptéticas, mas acima de tudo, para
promover a limpeza de debris teciduais e produzir citocinas e fatores de
crescimento. Por ultimo, os linfocitos chegam na area da lesdo e também
secretam varias citocinas e fatores de crescimento (STEENFOS, 1994,
MANDELBAUM et al, 2003).

Os fatores de crescimento podem ser definidos como peptideos
sinalizadores que atuam através de receptores de superficies celulares
especificos. Formam um sistema de comunicagdo entre as células e também
entre as células e a matriz extracelular. Eles afetam a sintese e degradacao da
matriz extracelular, além da proliferacdo e recrutamento de células para o local da
ferida. Mais de 30 fatores de crescimento ja foram reconhecidos, mas nem todos
tém importancia significativa no processo de cicatrizagdo. Dentre os fatores de
crescimento com maior importancia estdo: Fator de Crescimento Epidermal
(EGF), Fator de Crescimento de Fibroblasto (FGF), PDGF e TGF-B (STEENFOS,
1994; KWON et al, 2006). Coletivamente os fatores de crescimento sao
responsaveis pela proxima sequéncia de alteragdes que caracterizam a fase
fibroblastica (ADZICK & LORENZ, 1994).

O Quadro 1 traz um resumo dos principais fatores de crescimento e de
seus efeitos no desenvolvimento dos mecanismos envolvidos no reparo dos

tecidos.
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QUADRO 1 — Fatores de crescimento envolvidos no reparo dos tecidos.

Fator Origem Efeitos nos processos de reparo Referéncia
1. Quimiotaxico para fibroblastos, mondcitos,
polimorfonucleares, células de musculo liso.
Fator de
) Plaquetas, 2. Induz a producéo de superéxidos por neutréfilos e a DEUEL &
crescimento
] macrofagos e | sintese de colagenase por fibroblastos. HUANG, 1984.
derivado das ] o ] ) -
células 3. Mitogénico para fibroblasto e induz a modificagédo ROSS et al,
plaquetas o s
endoteliais. | em miofibroblasto. 1986.
(PDGF) .
4. Aumenta a produg¢ao da matriz extracelular pelo
fibroblasto.
1. Quimiotaxico para fibroblastos e leucécitos.
2. Regulagao da proliferagéo celular (inibe a
Fator reepitelizagdo e estimula a proliferagdo de GABBIANI,
Plaquetas, )
transformador o fibroblastos). 2003.
. linfocitos T, ) _ .
do crescimento ] 3. Estimula a produg¢ao da matriz extracelular. VAUGHAN et al.,
macrofagos. ) o o
B (TGF-B) 4. Induz a diferenciagdo em miofibroblasto e a 2000.
expressao de a-actina de musculo liso.
5. Induz a produgéo de outros fatores.
1. Estimula a angiogénese (quimiotaxica e mitogénica).
Fatores de L . ] )
) ) 2. Mitogénico para o endotélio, musculo liso,
Crescimento de Diferentes ) L WERNER &
) ) fibroblastos e queratindcito.
Fibroblasto tipos celulares. ) o GROSE; 2003.
(FGF) 3. Estimula a reepitelizagéo.
4. Afetam a diferenciagdo de muitos tipos celulares.
1. Aumenta a proliferagédo do epitélio, endotélio e
Fator de Plaquetas e ) STEENFOS,
) ] fibroblastos.
Crescimento Macréfagos 1998.
) ) 2. Aumenta a proliferagéo de glicosaminoglicanos.
epidérmico Células de o ] WERNER &
. . 3. Diminui a sintese de colageno.
(EGF) musculo liso. ) o GROSE; 2003.
4. Aumenta a forga tensil de ferida incisional.
Fator de ] FUJII et al., 1997
) Macrofagos,
crescimento BRKOVIC &
) queratindcitos | 1. Estimulador da angiogénese.
endotelial ] - SIROIS, 2007
e células 2. Aumento da permeabilidade vascular.
vascular N LEUNG, et al.,
endoteliais.
(VEGF) 1989
Fator de ) . _ o . . IGARASHI et al.,
. 1. Estimula a proliferagédo e quimiotaxia de fibroblasto.
crescimento de ) 1993.
) Células 2. Induz a produgédo de matriz extracelular, colageno e
tecido N ) ) WERNER &
o endoteliais | fibronectina.
conjuntivo o GROSE; 2003.
3. Promove angiogénese.
(CTGF)
1. Crescimento de nervo.
] o o NOHGAWA et
Fator de Células 2. Quimiotaxico para neutrdfilos. | 1997
al., ;
crescimento de epiteliais, 3. Proliferagéo de queratindcito.
WERNER &
nervos (NGF) fibroblastos | 4. Aumento da expressdo de moléculas de ades&o no
GROSE; 2003.

vaso do tecido de granulagéo.
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2.5.2 Fase fibroblastica ou proliferativa

Na segunda fase da cicatrizagdo os fibroblastos, através da agédo do
TGF-B, adquirem morfologia e caracteristicas bioquimicas de células de musculo
liso, incluindo a expressdo de Actina de Musculo Liso - a (ASMA-a), e sdo
conhecidos entdo como miofibroblastos (GABBIANI, 2003). Os fibroblastos se
proliferam logo apds a agressao e se tornam células ativadas que formam um
arcabouco contratii aproximando as bordas da ferida. Também sintetizam
colageno, elastina, fibronectina, proteoases e glicosaminoglicanas, formando o
tecido de granulagao, que representa o novo tecido que cresce para preencher o
tecido perdido (MANDELBAUM et al, 2003). Ou seja, o tecido de granulagao
compreende uma matriz frouxa de colageno, rica em fibronectina, que atua como
substrato para a fixacado celular, e em acido hialurénico, um glicosaminoglicano
importante por enfraquecer a fixagdo das células (ADZICK & LORENZ, 1994). A
combinacao desses dois fatores cria um ambiente eficiente para a movimentacao
celular. A fibronectina e o acido hialurénico sdo os componentes predominantes
da matriz durante as primeiras fases do reparo de uma ferida. A medida que a
ferida vai se curando diminui a concentracdo de acido hialurénico e aumenta a
concentragdo de proteoglicanos ou glicosaminoglicanos tais como o heparan-
sulfato, o dermatan-sulfato e o condroidin-sulfato. Essa alteragdo da composigao
de proteoglicanos cessa a movimentagao das células (OKSALA, et al, 1995;
RINGLER, 1997).

O tecido de granulagdo nao é rico apenas em fibroblastos e em
elementos da matriz extracelular, mas também contém outros tipos celulares e
novos vasos sanguineos. O fenbmeno da angiogénese ¢é influenciado pela agao
de diversos fatores produzidos por macrofagos, mastocitos, plaquetas e
fibroblastos, e é essencial para o suprimento de oxigénio e nutrientes para a
cicatrizacdo (MANDELBAUM et al, 2003). As células endoteliais de capilares
intactos das regides adjacentes as lesbes migram para o espaco ocupado pela
ferida, diferenciam-se formando novos tubos capilares. Em geral, a proliferagao
das células endoteliais ocorre apenas no vaso-genitor para a devida substituicdo
das células que migraram. Outro fenbmeno presente na fase proliferativa é a

reepitelizagcdo, que ocorre sob influéncia principalmente do EGF e se inicia
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poucas horas apoés ter ocorrido a lesdo. As células epiteliais das margens da
ferida sofrem hiperplasia, mitoses e migram lateralmente da membrana basal
subjacente, promovendo entdo o crescimento de tecido epitelial e restabelecendo
a continuidade total do tecido (MARTINEZ-HERNANDEZ, 2002; MANDELBAUM
et al, 2003).

2.5.3 Fase de remodelacéo

A remodelacido é a Uultima das fases da cicatrizagdo. Ocorre no
colageno e na matriz, inicia-se por volta do décimo dia apds a les&o e prolonga-se
por meses. Essa fase é responsavel pelo aumento da forca de tensédo e pela
diminuicdo do tamanho da cicatriz e do eritema. Reformulagbes da matriz
extracelular pela acdo da enzima metaloproteinase, melhoria nos componentes
das fibras colagenas e reabsorcdo de agua sao eventos que permitem uma
conexao que aumenta a forca da cicatriz e diminui sua espessura. Nesta fase a
neovascularizagdo diminui e tardiamente a cicatriz € considerada avascular
(STEENFOS, 1994; DESMOULIERE et al., 2005).

2.5.4. Reparo ou regeneracao do paniculo carnoso

O processo de reparo e regeneragao do musculo pode ser dividido em
quatro fases interdependentes: a degeneracado, inflamagao, regeneragao e
fibrose. Esse processo de recuperacdo do musculo envolve ndo apenas as
células musculares danificadas, mas também desperta diversos mecanismos
inflamatdrios e envolve tecidos adjacentes, como as fibras musculares saudaveis,
o tecido conjuntivo e os vasos sanguineos. A injuria induz rapidamente a necrose
das miofibras e a ativagdo da inflamagéo, o que resulta na migragdo de células
inflamatorias para fazer a limpeza do material necrético e também sintetizar
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (PELOSI et al., 2007).

O principal fator de crescimento envolvido no processo de regeneragao
muscular é o Fator de Crescimento como a Insulina-1 (IGF-1), que acelera a
regeneracgao e limita a fibrose, pois regula a expresséo de citocinas inflamatérias

como o TNF-a, a IL-1B e as citocinas CC (Proteina Inflamatdria do Macréfago -
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1o (MIP-1a) e Proteina Quimioatraente de Mondcitos — 1 (MCP-1)) importantes
quimioatraentes de mondcitos e macrofagos (PELOSI et al., 2007; WARREN et
al., 2004).

Quando um insulto é extenso e o infiltrado inflamatério é persistente a
regeneragdo nao é possivel e o reparo ocorre principalmente por fibrose.
Entretanto, quando o sarcolema (tubo sarcolemal) permanece intacto e os
segmentos necréticos sao pequenos, a regeneracao é rapida e efetiva, tornando-
se quase indistinguivel do segmento normal (McGAVIN, 1998).

Embora as células musculares esqueléticas ndo tenham atividade
mitética, o musculo estriado esquelético possui uma capacidade de regeneragao
consideravel pela acdo de células satélites. Essas células sdo pequenas,
mononucleares, quase sempre estdo em associagao com a célula do musculo
esquelético, entre a lamina basal e o plasmalema, e parecem ter a funcdo de
mioblastos reservas (ADAMS, 2006). Elas estdo em estado quiescente e quando
estimuladas s&o ativadas pelas vias de ativacdo génica MyoD e Myf5, o que
resulta na sua proliferacdo. Depois de proliferar, algumas fazem a migragéo para
o centro da fibra e fundem-se para formar novos miotubos e outras retornam ao
estado de quiescéncia para formar uma populagcdo reserva (COOPER et al.,
1999). Os miotubos recém formados no processo de regeneracdo sao células
musculares finas, alongadas, com uma fileira central de nucleos proximos uns aos
outros, basofilicas e sem estriagcbes (McGAVIN, 1998).

Quando o insulto ao musculo ultrapassa a extensdo de dois a quatro
milimetros sem perder grande quantidade de células satélites, mas é suficiente
para romper o tubo sarcolemal da miofibra, como ocorrem em lesbes de rupturas,
injecbes de substancias irritantes e incisdes cirurgicas, a regeneragao da
miofibras é por brotamento. Esse tipo de regeneragcdo compreende com a
formagdo de células gigantes musculares, que sao produtos da fusdo de
mioblastos, formando células multinucleadas. A presenca de células musculares
gigantes indica que as condigdes para a regeneragao nao sado o6timas e que a
reparagao sera completada com fibrose (McGAVIN, 1998, VAN VLEET, 2000).
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2.6 Fatores que influenciam no processo de reparacéao tecidual

De acordo com CARRICO et al. (1984), alguns fatores podem exercer
influéncia significativa na fisiologia normal do processo de reparagéo tecidual,
como por exemplo, o estado nutricional, o estado imunolégico, a oxigenagao do
tecidko e o volume de sangue circulante. MANDELBAUM et al.,, (2003)
acrescentaram a esses fatores a idade, a presencga enfermidades, a localizagéo
da ferida, a técnica cirurgica, o uso de medicamentos topicos ou sistémicos, a
contaminacgao da ferida e também a presencga de corpos estranhos.

A presenga de um corpo estranho no tecido rompe a sequéncia de
eventos nos quais as células e seus produtos interagem no sentido de reparar o
tecido lesado, 0 que resulta em uma alteracéo visivel da morfologia do tecido.
Isso se deve ao fato de muitos tipos celulares, principalmente os macroéfagos,
deixarem de se envolver na cicatrizagdo normal e passarem a exercer uma outra
funcdo: a interagdo célula/corpo estranho, ja que a capacidade de reconhecer
superficies estranhas também é uma propriedade importante dos macréfagos
RODELLA et al., (2006).

Quando um irritante em particular ndao pode ser removido pelas
reacdes inflamatorias agudas e crdnicas tipicas, o hospedeiro desenvolve um tipo
de resposta inflamatdria na tentativa de sequestrar, fagocitar, e destruir o agente
incitante, um tipo de resposta que envolve principalmente células do sistema
mononuclear fagocitario, como macrofagos, células epitelidides e células gigantes
multinucleadas. Essa resposta é conhecida como resposta inflamatoria
granulomatosa (SAUNDERS & COOPER, 2000). Nesse sentido estdo os
irritantes, que s&o pouco soluveis, persistentes e nao facilmente degradaveis
pelos macrofagos, como por exemplo, diversos agentes nao infecciosos ou
inertes como, talco, silica, belurio, zinco, plastico, fibra, silicone, vidro e muitos
outros (RINGLER, 1997; MARIANO, 1995). Contudo, ndo sdo apenas materiais
inertes que sao capazes de desenvolver esse tipo de inflamagado. Diversos
patdgenos como bactérias, virus, fungos, protozoarios, vermes e também certos
componentes desses patdgenos, podem causar esse tipo de resposta, o que
pode ser evidenciado pelos resultados de APOSTOLOU et al. (1999), que apos a

administrar a parede celular de Mycobacterium tuberculosis na regido subcuténea
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da cauda de camundongos, verificaram apds sete dias uma lesdo do tipo
granulomatosa com centro rico em neutrdéfilos, cercado por um envoltério que

consistia de uma camada densa de macrofagos, linfocitos e fibroblastos.

2.7 Uma reacéo inflamatoria para corpo estranho

O implante de biomateriais ou corpos estanhos como marca-passo,
cateter, proteses, silicone, implantes dentarios e muitos outros, esta se tornando
uma pratica constante na medicina. Esses implantes despertam uma resposta
inflamatdria aguda e crénica que muitas vezes resulta em efeitos colaterais como
fibroses e neovascularizagdo ao redor do implante, coagulagéo e trombose, além
de infeccbes e também desgastes no implante por acdo de leucdcitos
(SOLOWIEJ, 2003). Na tentativa de entender melhor a resposta inflamatéria para
um corpo estranho implantado, TANG et al. (1998) dividiram arbitrariamente o
processo em trés fases: transmigracdo dos leucdcitos pelas barreiras endoteliais,
quimiotaxia até o implante e, por fim, a aderéncia de fagdcitos na superficie do
implante. Os primeiros resultados encontrados por esse grupo de pesquisa
mostraram que a aderéncia entre a integrina Mac-1 do fagocito e o fibrinogénio
que se acumula naturalmente na superficie sdao essenciais para a fixacdo das
células no implante e que as moléculas de MIP-1a e MCP-1 também sao potentes
quimiocinas envolvidas no processo.

Como ainda ndo estd muito bem elucidado o porque das células
inflamatdrias serem estimuladas a migrar em diregao ao corpo estranho, TANG et
al. (1998) levantaram a hipotese de que os mastdcitos, juntamente com seus
elementos granulares, possuem um papel chave nesse mecanismo, pois: (1) apos
o implante pode ser observado hiperemia e edema, o que € uma resposta tipica
mediada por histamina; (2) os mastdcitos sdo reconhecidamente produtores de
histamina; (3) a histamina estimula a transmigragéo de leucécitos pelo endotélio e
também auto-regula a expressdo de moléculas de adeséao celular. De fato, apds
TANG et al. (1998) aplicarem bloqueadores de histamina em camundongos, o
acumulo de fagoécitos no implante foi quase totalmente impedido. Da mesma

forma, quando utilizaram camundongos deficientes em mastocitos, o numero de



28

neutréfilos e macréfagos que migraram para o implante também foi
significativamente menor.

RODELLA et al. (2006) avaliaram a cicatrizagdo apos a implantagao de
um corpo estranho (um molde de fibra de vidro) no espago subcutaneo do dorso
de ratos e constataram o aumento no numero de mastdcitos e de degranulagéo
dessas células préximo ao implante. Para esses autores os mastocitos exercem
um efeito bidirecional na cicatrizagc&o: diretamente, pela habilidade de produzir
glicoproteinas da matriz extracelular; indiretamente, induzindo a sintese de certos
mediadores pelos granulos secretorios, como o TGF-B, que possui efeito
fibrinogénico, aumentando a producédo de colageno e a expressao da enzima
Metaloproteinase-2 (MMP-2), responsavel pelo controle do depédsito de colageno
na formacéao do tecido de granulagéo da ferida.

Para TANG et al. (1998), possivelmente o mecanismo de recrutamento
de fagodcitos para biomateriais pode ser resumido como segue: logo apds a
implantagdo, os biomateriais de alguma maneira provocam a ativagao de
mastocitos, que comegam a langar seus granulos, incluindo a histamina. A
histamina, entado livre, promove hiperemia e aumento da expressao da molécula
de adeséo celular P-selectina. A auto-regulagdo das moléculas de adesao celular
endoteliais aumenta o rolamento e a diapedese de células fagociticas pela
barreira endotelial. Uma vez na area geral do implante, as células fagociticas
migrantes sao direcionadas até a superficie do implante por influéncia das
quimiocinas MIP-1ac e MCP-1. Finalmente, HU et al. (2001), concluiram que a
aderéncia dessas células na superficie do implante ocorre, pelo menos em parte,
por interacao entre o Mac-1 do fagécito e fibrinogénio que espontaneamente
aderiu na superficie do material, sofreu alteracdes conformacionais e expbs os
motivos de fixacdo para as células. Apds essa interagcdo uma série de respostas
inflamatoria e cicatrizante se inicia.

Para SOLOWIEJ et al. (2003), a molécula PECAM-1 esta diretamente
envolvida no desenvolvimento das respostas inflamatdrias e cicatrizantes. Usando
animais normais e deficientes em PECAM-1, esses autores puderam observar
que a falta dessa molécula induz a baixa atividade da enzima mieloperoxidase,
caracterizando uma quantidade diminuida de neutréfilos no corpo estranho. Eles

também perceberam menor acumulo de mondcitos/macréfagos no corpo estranho
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implantado, a diminuicdo da neovascularizacdo e da deposicdo de matriz
extracelular ao redor do implante. FERREIRA et al. (2004), avaliaram a
participacdo do PAF utilizando o mesmo modelo para avaliagdo da reagao
inflamatéria para corpo estranho. Esses autores perceberam que a falta de
receptor de PAF induz a diminuigcdo do acumulo de leucdcitos, entretanto, causa o
aumento da angiogénese.

Uma caracteristica importante da resposta inflamatéria para corpo
estranho € a formacdo de células gigantes multinucleadas. Como citado
anteriormente, as citocinas IL-4 e IL-13 exercem a fungao reguladora da resposta
imune, mas também sao essenciais na formacao de células gigantes, induzindo a
adesao de macrofagos para a formacgéo de células multinucleadas (DeFIFE et al.,
1997). Essa adesédo de macréfagos € dependente de uma atividade cooperativa
das integrinas B1 e B2 e utiliza vias de sinalizagdo intracelulares tais como tirosina
kinase e fosfatidilinusitol-3-kinase, como comprovado por McNALLY &
ANDERSON (2002). A fisiopatologia da formacdo das células gigantes
multinucleadas ainda n&o esta muito bem explicada, porém sabe-se que
representa uma associagao de forgas de células fagociticas contra um material
nao fagocitavel no desenvolvimento de uma inflamagao cronica (McNALLY &
ANDERSON, 2002).

BIRMAN & MARIANO et al. (1985) descreveram detalhadamente como
ocorre o processo de migragéo celular para uma laminula implantada no espago
subcuténeo frente a diferentes agentes inflamatorios. Para isto determinaram a
influéncia de diferentes agentes inflamatérios na formagao de células gigantes
multinucleadas, quanto a sua morfologia e niumero de nucleos. Neste estudo
também foram relatadas as caracteristicas histologicas da capsula que envolvia o
corpo estranho. Além disso, os resultados encontrados por BIRMAN & MARIANO
et al. (1985) mostraram que a formacao de células gigantes no modelo de
implante de laminulas nédo é dependente das caracteristicas do corpo estranho e
sim da natureza da lesdo inflamatdria, particularmente das citocinas celulares no

tecido inflamado que envolve o implante.
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KYRIAKIDES et al. (2004), confirmaram em seus experimentos a
participacao da citocina CC2 (MCP-1) no processo de reagao de corpo estranho.
Esses autores avaliaram a resposta inflamatdria apds a implantagdo de corpo
estranho em camundongos deficientes em Ligante de Quimiocina CC-2 (CCL2),
como dito anteriormente, um quimioatraente de mondécitos. Eles perceberam que
a falta dessa quimiocina diminui a fusdo de macréfagos e o numero de nucleos
em cada célula gigante quando comparado aos animais normais. Porém, a falta
de CCL2 nao interfere no encapsulamento do corpo estranho, consequentemente,
0 encapsulamento é uma caracteristica influenciada principalmente por fatores
ligados as caracteristicas do material implantado e independente da formacao de

células gigantes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades antiinflamatéria e cicatrizante do dleo de
Copaifera langsdorffii através do estudo do perfil de migragcao celular para um
corpo estranho implantado no tecido subcutdneo e por meio do exame

histopatoldgico de pele de camundongos da linhagem BALB/c.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar macro e microscopicamente a ferida cirurgica tratada ou nao
com o 6leo de Copaifera langsdorffii.

Verificar a capacidade cicatrizante do 6leo de Copaifera langsdorffii em
lesbes cirurgicas e na presenga de corpo estranho.

Caracterizar o perfil de migragao celular para corpo estranho (laminula
de vidro) em camundongos BALB/c.

Verificar o perfil de migracdo celular para a laminula de vidro

implantada no tecido subcutaneo apods o tratamento com Copaifera langsdorffii.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Escolha e obtencao da planta medicinal

A Copaifera langsdorffii foi escolhida por ser amplamente usada pela

populagcdo em tratamentos topicos que visam efeitos antiinflamatérios e
cicatrizantes.

O dleo da planta foi adquirido no Laboratério de Bioatividade de

Plantas do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da UFG,

depois de ter sido devidamente identificado e submetido a testes biologicos.

4.2 Selecao e aclimatizacdo dos animais

Os animais foram fornecidos pelo biotério de criacdo do Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da UFG. Foram utilizados
camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, fémeas, nuliparas e né&o
gestantes, saudaveis e com idade entre 2 e 3 meses. Os animais foram alojados
em caixas plasticas apropriadas, forradas com maravalha, receberam agua e
racao balanceada e apropriada para espécie, de forma ad libitum. Foram
mantidos em condi¢cbes ambientais apropriadas, evitando situacdes de estresse e
risco sanitario. Antes de serem utilizados no estudo, os animais foram pesados e
examinados, para que apenas aqueles que demonstravam estar clinicamente

saudaveis e dentro da faixa de peso de 20 a 30 g fossem utilizados.

4.3 Padronizacao dos grupos de tratamentos

O protocolo de tratamento tépico foi definido apds estudo piloto
realizado em Outubro de 2005. Os grupos de tratamentos se dividiram em: grupo
controle (C), que recebeu tratamento topico com solugédo salina; grupo tratado
com oleo mineral estéril (CV); outro tratado com d6leo de C. langsdorffii e 6leo
mineral estéril na diluicdo de 1:1 (T1) e o ultimo grupo com dleo de C. langsdorffii
puro (T2). O tratamento topico foi realizado diariamente, sempre no periodo da

manha, durante todo o tempo experimental.
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4.4 Divisao dos grupos experimentais

Foram utilizados 120 animais, sendo 30 controle e 90 tratados. No
dia zero os animais foram divididos em quatro diferentes tratamentos, como
exposto anteriormente. Para cada um dos tratamentos foram estabelecidos cinco
diferentes pontos experimentais, sendo que esses pontos equivaliam ao dia
correspondente da retirada da laminula. A distribuigdo dos animais no

experimento é apresentada no Quadro 2.

QUADRO 2 - Distribuigdo dos animais nos diferentes grupos de tratamentos em
cada um dos pontos experimentais correspondentes aos dias de
extragdes das laminulas

Dia da implantagao Pontos experimentais
cirurgica da laminula (dia de retirada e anadlise das laminulas)
Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 14
30 animais controle tratados
o 6 6 6 6 6
com solugao salina (C)
30 animais tratados com
o]l i | estéril (CV 6 6 6 6 6
N° de 6leo mineral estéril (CV)
animais| 30 animais tratados com
oleo de C. langsdorffii e 6leo 6 6 6 6 6
mineral estéril (1:1) (T1)
30 animais tratados com C.
_ 6 6 6 6 6
langsdorffi puro (T2)
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4.5 Contencéao e anestesia dos animais

Os animais foram contidos de acordo com as recomendagdes do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e anestesiados com
Cloridrato de 2-5,6-dihidro-4H-1,3-Tiazina e Cloridrato de cetamina (FLECKNELL,
1987), nas concentracbes anestésicas recomendadas pelos laboratérios
fabricantes. ApO0s a anestesia foi realizada a tricotomia em uma area de

aproximadamente 2 cm? e a limpeza da pele com alcool 70%.

4.6 Implante das laminulas

Apds a incisdo transversal de 1 cm no plano dorsal da regido
toracica e divulsionamento da pele, cada animal recebeu por via subcutdnea uma
laminula circular (12 mm de diametro). Momentos antes de ser implantada no
tecido conjuntivo subcutédneo a laminula esterilizada foi lavada com alcool 70%.
Apds o implante, a incisdo cirurgica foi suturada com fio de nylon e recebeu
tratamento de acordo com o protocolo estabelecido. Para os animais controle, a
incisdo cirurgica apos ter sido suturada com fio de nylon foi tratada apenas com

solugdo salina estéril, seguindo o mesmo protocolo.

4.7 Extracdo das laminulas e coleta do material para histopatoldgico

As extracbes das laminulas e a coleta da pele para o exame
histopatolégico foram realizadas nos dias 1, 3, 5, 7 e 14 (pontos experimentais).
Para isso, os animais foram anestesiados com éter e tdo logo sofreram
deslocamento cervical, conforme normas do National Reseach Council (NRC).
Primeiramente, foi realizado um corte paralelo a incis&o cirurgica para extragao da
laminula do espago subcuténeo e, posteriormente, um fragmento de pele dorsal
contendo uma porcao saudavel e outra envolvendo toda a extenséo da ferida foi
coletado e fixado em formol tamponado a 10% (LUNA, 1968) para subsequente

avaliagc&o histopatoldgica.
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4.8 Montagem da lamina do estudo de migracéo celular

ApoOs serem extraidas do espaco subcutdneo as laminulas foram
lavadas com solugao fisiologica, fixadas em metanol e coradas com a técnica de
coloragcao rapida Instant Prov (Newprov®). Posteriormente, foram montadas em

laminas histologicas e levadas para leitura em microscopia de luz.
4.9 Contagem das células no estudo de migracéo celular

A contagem das células foi feita em microscopio de luz na objetiva
de 100x. Cada laminula foi dividida em 4 campos onde foram contadas duas
vezes 100 células por campo e estabelecida uma média. Em cada laminula foram
somadas as meédias das quantidades de neutrdfilos, macréfagos e células
gigantes dos quatro campos, sendo calculado entdo a média e o desvio padrao
para cada tipo celular. Outros tipos celulares como linfocitos, mastécitos,
eosindfilos e fibroblastos, foram apenas relatados e nao fizeram parte da

contagem.
4.10 Preparacdo das laminas histologicas de pele

Os fragmentos de pele foram processados no Laboratério de
Histopatologia da Escola de Veterinaria da UFG, onde depois de fixados por 24
horas, receberam um corte transversal a incisdo cirurgica. Os fragmentos foram
desidratados em solugdes alcodlicas de concentracio crescente, diafanizados em
xilol e incluidos em parafina de baixo ponto de fusdo. Os blocos foram cortados
no Laboratério de Patologia do IPTSP em cortes histolégicos de 5 um de
espessura, com auxilio de um micrétomo. Por fim, os cortes histolégicos foram

corados em Hematoxilina-Eosina (HE).
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4.11 Avaliagcdo macro e microscoOpica da pele

A avaliagdo do processo de reparagao foi realizada através da
macroscopia e microscopia da pele de metade dos animais do estudo. Para isso
foram selecionados aleatoriamente trés animais de cada um dos tratamentos em
cada ponto experimental. Foram analisados os aspectos relacionados a
cicatrizacdo como o estado geral da ferida (Otimo, Bom, Regular), o aspecto da
ferida (aberta, fechada) e observacgdes relacionadas com a inflamacgao da ferida,
como a presencga de edema (0 = ausente, 1 = discreto, 2 = moderado, 3 = intenso)
e hiperemia (0 = ausente, 1 = discreto, 2 = moderado, 3 = intenso).

A avaliagdo microscépica foi realizada em microscopia de luz no ponto
exato de encontro das duas bordas da ferida. Foram avaliadas as trés porcdes da
pele, epiderme, derme e hipoderme, e também a camada muscular que forma o
paniculo carnoso. As trés fases do processo de reparo (inflamatéria, proliferativa e
remodelagédo) foram avaliadas. As variaveis avaliadas foram: presenca de crosta
serocelular, necrose, infiltrado inflamatério, hemorragia, hiperemia, proliferagéo
vascular, reepitelizacdo da epiderme, hiperplasia da epiderme, proliferagao
fibroblastica, e presenca de sinais de regeneragdao muscular. As avaliagdes foram
representadas de forma semi-quantitativa: (0) ausente, (1) discreto, (2) moderado
e (3) intenso. Alguns parametros foram representados apenas como presente ou

ausente.

4.12 Anélise estatistica

Para a analise estatistica da avaliagdo da atividade antinflamatdria
foram calculadas a média e o desvio padrao de cada tipo celular em cada ponto
experimental, para cada um dos tratamentos. Posteriormente, como se tratava de
uma distribuicdo normal, foi aplicada analise de variancia paramétrica (ANOVA),
para as médias de cada ponto experimental e Teste de “t” para avaliar as
diferencas nas cinéticas das migracdes celulares. O nivel de significancia adotado
foi de p<0,05.

Para a avaliagcdo dos resultados da macro e microscopia da pele foi

calculada a mediana entre os grupos para cada um dos parametros avaliados.
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5. RESULTADOS
5.1. Avaliacdo do processo de reparo do 1° ao 14° dia.

O acompanhamento clinico dos animais foi realizado diariamente e nao se
observaram alteracdes comportamentais ou clinicas. No dia um, o aspecto
macroscopico das lesdes, como por exemplo, a presenca de crostas, edema e
hiperemia, era similar em todos os animais. Na microscopia, foi possivel perceber
que em todos os grupos as feridas cirurgicas estavam cobertas por crostas
formadas por debris celulares e fibrina, caracterizando um material amorfo
classificado de acordo com MULLER & KIRK'S (1995) como crosta serocelular,
apresentada na Figura 2. No grupo CV, a presencga de crosta serocelular sobre a
epiderme era menor do que nos demais grupos. Também constatou-se maior
intensidade de necrose na epiderme dos animais do grupo T2, porém os demais
grupos possuiam necrose discreta tanto na epiderme quanto no paniculo carnoso,
como exposto na Figura 3.

O primeiro dia corresponde ao inicio da fase inflamatoria e pbde ser
observado na macroscopia a presencga de edema e hiperemia na pele de todos os
animais. Na microscopia as altera¢des inflamatérias também estavam presentes,
sendo descritas na Figura 4. Porém, essas alteragdes eram mais evidentes nos
grupos C e T2. Esses dois grupos, em relagdo aos outros grupos tratados,
apresentaram maior intensidade de hemorragia e hiperemia na derme. O infiltrado
inflamatério na derme e paniculo carnoso era predominantemente
polimorfonuclear em todos os grupos. E apenas no grupo T2 observou-se maior
intensidade de polimorfonucleares na derme. As observagdes microscépicas

encontradas um dia apods os tratamentos sdo apresentadas na Tabela 1.
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FIGURA 2 — Fotomicrografias da pele de camundongos um dia apés a inciséo
cirargica. (A) grupo controle, tratado topicamente com solugao salina
estéril, (B) grupo controle veiculo, tratado com éleo mineral estéril, (C)
grupo tratado 1, tratado com diluicdo (v:v) de 6leo mineral estéril e
6leo de C. langsdorffii e (D) grupo tratado 2, tratado com 6leo de C.
langsdorffii puro. Nota-se a presenga de crosta serocelular, formada
de debris celulares e fibrina, em todos os grupos, porém em menor
quantidade no grupo CV (B). As imagens correspondem a um campo
representativo de um animal por grupo. HE. Aumento: 40x.
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crosta serocelular
necrose da epiderne
necrose da derme

. El necrose da muscular
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C CVv T1 T2

Grupos de Tratamento

FIGURA 3 - Intensidade da necrose e crosta serocelular um dia

apo6s a incisdo cirargica. O grafico apresenta as
intensidades da necrose e da presengca de crostas
encontradas no histopatolégico da pele do dorso de
camundongos da linhagem BALB/c que foram tratados
topicamente com solucdo salina estéril (C), 6leo mineral
estéril (CV), diluigao (v:v) de 6leo mineral estéril e 6leo de
C. langsdorffii (T1) e éleo de C. langsdorffii puro (T2) um
dia apos ter sido feita uma inciséo cirurgica de 1 cm para
o implante de um corpo estranho no espago subcutaneo.
Os valores do grafico correspondem a mediana entre o
grupos (n=3) para cada um dos tratamentos.
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FIGURA 4 — Fotomicrografias da fase inflamatéria do proce

40

sso de reparo da
pele de camundongos um dia ap6s a incisao cirargica. (A) grupo
controle, tratado topicamente com solugcédo salina estéril. Nota-se a
presenca de hemorragia, hiperemia moderada na derme,
acompanhada de discreto infiltrado inflamatério de
polimorfonucleares. (B) grupo controle veiculo, tratado com dleo
mineral estéril. Nota-se area de necrose coagulativa no paniculo
carnoso, acompanhada de células inflamatérias. (C) grupo tratado 1,
tratado com diluicdo (v:iv) de 6leo mineral estéril e 6leo de C.
langsdorffii. Podem ser observadas hiperemia e marginagdo de
leucdcitos nos vasos sanguineos da derme. (D) grupo tratado 2,
tratado com o6leo de C. langsdorffii puro. Evidencia um infiltrado
inflamatério moderado de polimorfonucleares na derme. HE.
Aumento: 40x (A, B, C) e 100x (D).
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TABELA 1 — Avaliacdo dermatohistolégica apés um dia de tratamento topico
das lesbes cirurgicas com solucdo salina estéril (C), Oleo
mineral estéril (CV), diluicdo (v:v) de 6leo mineral estéril e 6leo
de C. langsdorffii (T1) e 6leo de C. langsdorffii puro (T2).
Mediana de trés animais por grupo

DIA 1 C Ccv T1 T2

epi der mus |epi der mus |epi der mus | epi der mus
presenga de crosta serocelular 30 - - 20 - - 3,0 - - 30 - -
necrose 1,0 20 10 |10 20 10 |10 20 1,0 |3,0 20 1,0
infiltrado mononucleares 0,0 00 00|00 OO0 00 |00 OO 00 (0,0 0,0 0,0
infiltrado polimorfonucleares |00 10 1,0 |00 10 10 |00 10 1,0 |0,0 20 1,0
hemorragia 1,0 20 10 |10 10 00 |10 10 10 |10 20 1,0
hiperemia - 20 10 - 10 0,0 - 10 0,0 - 20 0,0
proliferagdo vascular - 0,0 0, - 0,0 0, - 00 0,0 - 00 0,

epi = epiderme; der = derme; mus = muscular (paniculo carnoso)

No terceiro dia, microscopicamente, ja era possivel perceber
caracteristicas da fase proliferativa como a reepitelizacdo, presenca de
fibroblastos e neovascularizacdo. Entretanto, as caracteristicas da fase
inflamatdria persistiam em todos os grupos, como o infiltrado inflamatdrio,
predominantemente polimorfonuclear e as alteracbes vasculares, como a
hemorragia e hiperemia. Os grupos C e CV, apesar de possuirem crostas
serocelular cobrindo a epiderme, apresentavam reepitelizacdo fechando toda
extensdo da ferida. Ja os grupos tratados com o 6leo de C. langsdorffii diluido em
6leo mineral (T1) ou com o 6leo de C. langsdorffii puro (T2) a reepitelizagdo néo
foi percebida, como pode ser observado na Figura 5 e Tabela 2. No paniculo
carnoso de todos os grupos ja era possivel encontrar sinais de reparo, como por
exemplo, a formagéo de células gigantes musculares e a proliferacao fibroblastica
(Anexo). Apesar disso ainda existiam focos de necrose em algumas fibras

musculares.
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FIGURA 5 — Fotomicrografias da pele de camundongos trés dias apés a

incisdo cirargica. (A) grupo controle, tratado topicamente com
solugao salina estéril, (B) grupo controle veiculo, tratado com 6leo
mineral estéril, (C) grupo tratado 1, tratado com diluicao (v:v) de
6leo mineral estéril e 6leo de C. langsdorffii e (D) grupo tratado 2,
tratado com déleo de C. langsdorffii puro. Pode ser observado a
presenca de crosta serocelular na epiderme em todos os grupos,
porém, nas imagens (A) e (B) nota-se a presenca de
reepitelizagdo da epiderme abaixo da crosta (seta). Nas imagens
(C) e (D) percebem se a falta de reepitelizagdo. As imagens
correspondem a um campo representativo de animal por grupo.
HE. Aumento: 10x (C, CV, T1) e 5x (T2).
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TABELA 2 — Avaliacdo dermatohistolégica apo6s trés dias de tratamento
topico das lesdes cirurgicas com solucdo salina estéril (C),
60leo mineral estéril (CV), diluicdo (v:v) de 6leo mineral estéril e
Oleo de C. langsdorffii (T1) e 6leo de C. langsdorffii puro (T2).
Mediana de trés animais por grupo

DIA 3 C Ccv T1 T2

epi der mus| epi der mus| epi der mus| epi der mus
presenca de crosta serocelular 3,0 - - 2,0 - - 2,0 - - 3,0 - -
necrose 00 00 10|00 00 00|20 10 10|30 20 1,0
infiltrado mononucleares o0 00 00(00 10 00|00 00 00|00 00 0,0
infiltrado polimorfonucleares 00 20 10,00 20 20|00 20 20|00 20 20
hemorragia 20 20 10|10 20 10|10 20 10|10 20 1,0
hiperemia - 20 10 - 20 10 - 20 1,0 - 20 20
proliferagdo vascular - 1,0 1,0 - 1,0 0,0 - 1,0 0,0 - 1,0 1,0

epi = epiderme; der = derme; mus = muscular (paniculo carnoso)

Avaliando as feridas cirurgicas aos cinco dias, foi possivel perceber
que os animais tratados com o 6leo, tanto no grupo T1 quanto no T2,
apresentavam edema e hiperemia de maior intensidade e permanéncia de
crostas. Na microscopia apenas os grupos C e CV ja apresentavam a
reepitelizacdo completa com hiperplasia das células da epiderme. Os grupos T1 e
T2, além de apresentar reepitelizagao parcial, permaneciam com crostas sobre a
epiderme, como € demonstrado na Figura 6. Todos 0s grupos permaneciam com
proliferacéo fibroblastica, tanto na derme quanto no paniculo carnoso, e também
com sinais regeneragao muscular. As alteragdes vasculares macroscépicas do
grupo T1 e T2 foram confirmadas na microscopia. Esses grupos apresentavam
hiperemia moderada na derme e paniculo carnoso, € o grupo T2 ainda possuia
hemorragia na derme de maior intensidade que os outros grupos. Nesse ponto
experimental o infiltrado inflamatério se modificou. Nos grupos C e CV, apesar de
discreta, era predominante a presenga de mononucleares, enquanto nos grupos
T1 e T2 as células inflamatdrias foram encontradas aproximadamente na mesma
propor¢cao de mono e polimorfonucleares, e com maior intensidade que nos outros

grupos, como pode ser observado nas Figuras 7 e 8 e na Tabela 3.



FIGURA 6 — Fotomicrografias da pele de camundongos cinco dias ap6és a
incisé@o cirargica. (A) grupo controle, tratado topicamente com
solucao salina estéril, (B) grupo controle veiculo, tratado com 6leo
mineral estéril, (C) grupo tratado 1, tratado com diluigdo (v:v) de
Oleo mineral estéril e 6leo de C. langsdorffii e (D) grupo tratado 2,
tratado com d6leo de C. langsdorffii puro. As imagens (A) e (B)
apresentam a incisdo completamente reepitelizada com areas de
hiperplasia no epitélio pavimentoso estratificado, sem areas de
crostas sobre a epiderme (seta). Nas imagens (C) e (D), ainda nao
havia reepitelizacdo total (seta larga), havia presenca de crostas
serocelular (seta) sobre a epiderme. As imagens correspondem a
um campo representativo de animal por grupo. HE. Aumento: 10x.
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FIGURA 7 - Intensidade do infiltrado inflamatério cinco dias

ap6és a incisao cirargica. O grafico apresenta a
intensidade do infiltrado inflamatério encontrado no
histopatolégico da pele do dorso de camundongos
BALB/c que foram tratados topicamente, durante cinco
dias com solucao salina estéril (C), dleo mineral estéril
(CV), diluicao (v:v) de 6leo mineral estéril e 6leo de C.
langsdorffii (T1) e 6leo de C. langsdorffii puro (T2). Os
grupos C e CV apresentam infiltrado inflamatério
discreto predominantemente de mononucleares tanto
na derme, quanto no paniculo carnoso. Os grupos T1 e
T2 apresentam infiltrado inflamatério misto e em maior
intensidade que os outros grupos. Os valores do
grafico correspondem a mediana entre o grupo (n=3)
para cada um dos tratamentos. MN = mononucleares e
PMN = polimorfonucleares.
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FIGURA 8 — Intensidade das altera¢8es vasculares cinco dias apos

a incisao cirargica. O grafico apresenta a intensidade
das alteragdes vasculares encontradas no histopatolégico
da pele do dorso de camundongos BALB/c que foram
tratados topicamente, durante cinco dias, com solugdo
salina estéril (C), 6leo mineral estéril (CV), diluigao (v:v) de
6leo mineral estéril e 6leo de C. langsdorffii (T1) e éleo de
C. langsdorffii puro (T2). Os grupos C e CV apresentam
hemorragia discreta na derme e hiperemia discreta na
derme e paniculo carnoso. Os grupos T1 e T2
apresentam hiperemia moderada na derme e paniculo
carnoso. Além disso, o grupo T2 apresenta a hemorragia
moderada na derme enquanto nos outros grupos a
hemorragia era discreta. A proliferacdo vascular é similar
entre os grupos. Os valores do grafico correspondem a
mediana entre o grupo (n=3) para cada um dos
tratamentos. Muscular = paniculo carnoso.
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TABELA 3 — Avaliacdo dermatohistoldgica apds cinco dias de tratamento
topico das lesBes cirurgicas com solucdo salina estéril (C),
0leo mineral estéril (CV), diluicdo (v:v) de 6leo mineral estéril e
Oleo de C. langsdorffii (T1) e 6leo de C. langsdorffii puro (T2).
Mediana de trés animais por grupo

DIA 5 C Ccv T1 T2

epi der mus |epi der mus |epi der mus | epi der mus
presenga de crosta serocelular - - - - - - 20 - - 20 - -
necrose 00 00 00 |00 OO0 00 |00 00 0,0 |00 0,0 0,0
infiltrado mononucleares 00 10 10 |00 1,0 10 |00 3,0 20 (0,0 20 2,0
infiltrado polimorfonucleares |0,0 00 00 (00 00 00 |00 20 20 |0,0 2,0 1,0
hemorragia 00 1,0 00 |00 10 00 (0,0 10 0,0 |00 20 1,0
hiperemia - 10 1,0 - 10 1,0 - 20 20 - 20 20
proliferagdo vascular - 10 1,0 - 0,0 1,0 - 10 1,0 - 10 1,0

epi = epiderme; der = derme; mus = muscular (paniculo carnoso)

Macroscopicamente, aos sete dias, os grupos T1 e T2 apresentavam
aspecto da ferida prejudicado em relagdo aos outros grupos, pois, a pele desses
animais estava mais hiperémica e edemaciada e, além disso, possuia crostas
cobrindo o local da les&o (Anexo). Na microscopia, foi possivel perceber que as
alteragdes vasculares eram similares entre os grupos, pois todos eles
apresentavam hemorragia e hiperemia discreta (Tabela 4). A epiderme, apesar de
estar reepitelizada, nos grupos T1 e T2, ainda permanecia coberta por crostas,
como mostra a Figura 9. Em todos os animais, independente do tratamento, o
processo de reparo da muscular ja apresentava miotubos com nucleos centrais e
proliferagao fibroblastica, caracterizando regeneracao por brotamento do paniculo
carnoso (Figura 10). Os grupos que possuiam tratamento com o 6leo (T1 e T2)

apresentavam o infiltrado inflamatério mais acentuado.
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FIGURA 9 — Fotomicrografias da pele de camundongos sete dias ap6s a

incisdo cirargica. (A) grupo controle, tratado topicamente com
solucao salina estéril, (B) grupo controle veiculo, tratado com 6leo
mineral estéril. Note que os grupos C e CV, apresentavam-se no
final da fase proliferativa, com a incisdo completamente
reepitelizada com pequenas areas de hiperplasia no epitélio
pavimentoso estratificado (seta). Crescimento de anexos
(asterisco) e desenvolvimento da hipoderme também podia ser
observado (cabega de seta). (C) grupo tratado 1, tratado com
diluicdo (v:v) de 6leo mineral estéril e 6leo de C. langsdorffii e (D)
grupo tratado 2, tratado com 6leo de C. langsdorffii puro. Observe
que nos grupos T1 e T2, apesar de haver reepitelizacdo quase
total, ainda havia uma desorganizagdo da epiderme (seta) e a
presenca de crosta serocelular (seta larga). As imagens
correspondem a um campo representativo de animal por grupo.
HE. Aumento: 10x.




FIGURA 10 — Fotomicrografias do processo de reparo do paniculo carnoso
de camundongos sete dias ap6s a incisao cirurgica. (A) grupo
controle, tratado topicamente com solugéo salina estéril, (B) grupo
controle veiculo, tratado com 6leo mineral estéril, (C) grupo tratado
1, tratado com diluicdo (v:v) de 6leo mineral estéril e 6leo de C.
langsdorffii e (D) grupo tratado 2, tratado com dleo de C.
langsdorffii puro. Todos o0s grupos apresentavam reparo do
paniculo carnoso com proliferacdo de fibroblastos e regeneragao
de miotubos. Note a presenga de fibrose e miotubos delgados e
alguns deles com nucleos centrais. As imagens correspondem a
um campo representativo de animal por grupo. HE. Aumento: 40x.
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TABELA 4 — Avaliacdo dermatohistolégica ap6s sete dias de tratamento
topico das lesdes cirargicas com solucéo salina estéril (C), 6leo
mineral estéril (CV), diluicdo (v:v) de 6leo mineral estéril e 6leo
de C. langsdorffii (T1) e o6leo de C. langsdorffii puro (T2).
Mediana de trés animais por grupo

DIA 7 C cv T1 T2
epi der mus| epi der mus| epi der mus| epi der mus
presenga de crosta serocelular - - - - - - 2,0 - - 2,0 - -
necrose 00 00 0000 0O 0OO|0O0O0 00 00|00 0,0 0,0
infiltrado mononucleares o0 140 10|00 10 10|00 30 20|00 20 20
infiltrado polimorfonucleares 00 00 00|00 00 0OO|O00 00 00|00 00 0,0
hemorragia o0 10 00,00 00 00|00 10 00|00 10 0,0
hiperemia - 1,0 1,0 - 1,0 1,0 - 1,0 1,0 - 1,0 1,0
proliferagdo vascular - 1,0 1,0 - 1,0 1,0 - 1,0 1,0 - 1,0

epi = epiderme; der = derme; mus = muscular (paniculo carnoso)

No dultimo ponto experimental, quatorze dias depois da incisdo
cirargica, os aspectos macroscopicos dos grupos C e CV eram semelhantes, mas
em relagédo aos grupos T1 e T2, apesar da ferida estar completamente fechada e
sem crostas, a pele desses animais estava espessada, principalmente no grupo
tratado com o 6leo puro. Microscopicamente, o que péde ser observado no grupo
T2 foram dobras na epiderme, mostrando uma certa desorganizagao do tecido de
reparo, como pode ser observado na Figura 11. Além disso, o infiltrado
inflamatorio na derme era discreto nos grupos C e CV e moderado nos outros
grupos. Nessa fase, o processo de reparo ja encontrava-se em remodelagao e,
por isso, quase nao se observou hiperemia e proliferagdo vascular em nenhum
dos grupos. Macro e microscopicamente o local da incisdo ja era praticamente
imperceptivel em relagdo a area saudavel, porém a derme do grupo T2,
aparentemente, apresentava na microscopia fibrose mais acentuada do que nos
outros grupos (Tabela 5). Todos os grupos, independente do tratamento,

possuiam sinais de regeneragéao e fibrose na muscular (Figura 12).



FIGURA 11 — Fotomicrografias da pele de camundongos quatorze dias apés
a incisao cirurgica. (A) grupo controle, tratado topicamente com
solugao salina estéril, (B) grupo controle veiculo, tratado com 6leo
mineral estéril, (C) grupo tratado 1, tratado com diluigdo (v:v) de
6leo mineral estéril e 6leo de C. langsdorffii e (D) grupo tratado 2,
tratado com 6leo de C. langsdorffii puro. Note na area da incisédo
cirurgica (seta) a desorganizagao na epiderme dos grupos T1 e T2.
Na imagem (D), nota-se que existem dobras na epiderme e derme.
As imagens correspondem a um campo representativo de animal
por grupo. Aumento: 5x. HE.
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FIGURA 12 — Fotomicrografias do processo de reparo do paniculo carnoso
de camundongos quatorze dias apés a incisao cirargica. (A)
grupo controle, tratado topicamente com solugao salina estéril, (B)
grupo controle veiculo, tratado com 6leo mineral estéril, (C) grupo
tratado 1, tratado com diluigdo (v:v) de 6leo mineral estéril e 6leo
de C. langsdorffii e (D) grupo tratado 2, tratado com éleo de C.
langsdorffii puro. Todos os grupos apresentavam reparo do
paniculo carnoso com proliferacédo de fibroblastos e regeneragao
de miotubos. Note a presencga de fibrose, como na fotomicrografia
(B), e miotubos delgados (cabeca de seta) e alguns deles com
nucleos centrais (A,B,C e D). As imagens correspondem a um
campo representativo de animal por grupo. Aumento: 40x. HE.
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TABELA 5 — Avaliacdo dermatohistoldgica ap0s quatorze dias de tratamento
topico das lesbes cirurgicas com solucao salina estéril (C),
6leo mineral estéril (CV), diluicdo (v:v) de 6leo mineral estéril e
Oleo de C. langsdorffii (T1) e 6leo de C. langsdorffii puro (T2).
Mediana de trés animais por grupo

DIA 14 C Ccv T T2

epi der mus| epi der mus| epi der mus| epi der mus
presencga de crosta serocelular - - - - - - - - - - - -
necrose 00 00 0000 0O 0OO|0O0O0 00 00|00 0,0 0,0
infiltrado mononucleares o0 140 10|00 10 10|00 20 10|00 20 1,0
infiltrado polimorfonucleares 00 00 00|00 00 0OO|O00 00 00|00 00 0,0
hemorragia 00 00 0000 OO 0O0O|0O0O0 00 00|00 0,0 0,0
hiperemia - 1,0 0,0 - 00 0,0 - 1,0 0,0 - 1,0 0,0
proliferagdo vascular - 00 0,0 - 00 0,0 - 00 0,0 - 1,0 0,0

epi = epiderme; der = derme; mus = muscular (paniculo carnoso)

5.2 Avaliacéo do perfil de migracéo celular para corpo estranho

Na avaliacdo do perfil de migracédo celular para corpo estranho em
camundongos isogénicos do grupo controle, que receberam tratamento topico nas
lesdes cirurgicas com solugao salina estéril, percebeu-se que a laminula, quando
era retirada da regido subcutanea correspondente, estava coberta por fibrina e
grande quantidade de células fixadas, que eram evidenciadas apds a coloragéo.
Ao primeiro dia, as células predominantes eram polimorfonucleares neutrdfilos,
com raros mondcitos ou macrofagos. A partir do terceiro dia, as células que mais
estavam presentes no corpo estranho e que passavam a ser dominantes no
processo eram o0s macréfagos. Apesar de ainda serem encontrados muitos
neutréfilos, bastonetes e neutrofilos mortos. Ja nesse ponto experimental, foram
encontradas poucas células gigantes multinucleadas, como resultado da fusao de
macrofagos. A partir dai, o numero dessas células passou a ser crescente, como
visto ao quinto, sétimo e décimo quarto dias e, como consequéncia, ocorre uma
leve diminuigdo no numero de macrofagos. A cinética de migragdes celulares esta

demonstrada na Figura 13.
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Outro fato comum na avaliacdo dos corpos estranhos era a existéncia
de macrofagos, com vesiculas citoplasmaticas e diferentes morfologias nucleares,
bem como a presencga de fibroblastos, linfécitos, alguns mastocitos, e células

gigantes com diferentes quantidades e disposi¢cdes dos nucleos (Figura 14).

100 -

—— Neutréfilos

— - B - - macroéfagos

— - A— - Células gigantes
multinucleadas

Contagem de Células

1 dia 3 dias 5 dias 7 dias 14 dias

Pontos Experimentais

FIGURA 13 — Cinética de migracdo celular para corpo estranho. O grafico apresenta a
cinética de migracao celular de neutrofilos, macréfagos e células gigantes
para laminula de vidro (12 mm de didmetro) implantada no tecido subcutaneo
de camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, tratados com solugéo
salina estéril (grupo controle), em diferentes pontos experimentais (n=6 em
cada ponto experimental).




FIGURA 14 — Avaliacao do perfil de migracéo celular para corpo estranho. A

imagem (A) apresenta seis laminulas que foram implantadas no
espaco subcutineo do dorso de diferentes camundongos BALB/c.
Na imagem (B) podem ser observados os diferentes tipos celulares
que migraram e fixaram no corpo estranho, como por exemplo, os
macrofagos (seta), fibroblastos (cabegca de seta) e linfocito
(asterisco). Nas imagens (C) e (D) podem ser observadas
diferentes morfologias de células gigantes multinucleadas (seta). Na
imagem (E) observa-se um mastécito (seta) e na (F) macréfagos
com diferentes morfologias nucleares e vesiculas
intracitoplasmaticas. Método de coloragado rapida Instant Prov —
Newprov® (B,C, D, E e F).
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5.3 Influéncia de diferentes tratamentos topicos no perfil de migracéo celular

Depois de conhecer o perfil de migragéo celular para laminula de vidro
quando as lesdes cirurgicas eram tratadas com soluc¢do salina estéril (C), outros
tratamentos foram estabelecidos para verificar se um tratamento topico é capaz
de alterar o perfil de migracdo das células inflamatérias. Através da cinética de
migragdo celular pretendia-se avaliar o poder antiinflamatério do dleo resina de
Copaifera langsdorffii.

Os resultados encontrados no primeiro dia apds o implante do corpo
estranho mostraram uma alteracdo no perfil de migracdo celular quando os
tratamentos topicos foram realizados. As diferengas significativas (p<0,05) na
migragdo de neutréfilos e macrofagos existiam tanto entre os grupos C e CV
quanto entre o grupo C e os grupos T1 e T2, como pode ser visto na Figura 15.
Os perfis de migragcao celular nos outros pontos experimentais nao foram

alterados como mostram as Figuras 16, 17 e 18.
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FIGURA 15 — Perfil de migracéo celular para corpo estranho um dia
apos o implante. O perfil de migragdo celular foi
determinado apds duas contagens de células que fixaram
na laminula de vidro (12 mm de diadmetro) implantada no
tecido subcutdneo de camundongos da linhagem BALB/c
com um dia de tratamento. O grupo C recebeu tratamento
tépico com solugao salina estéril, CV 6leo mineral estéril,
T1 recebeu uma diluicdo (v:iv) de 6leo mineral estéril e
6leo de C. langsdorffii e T2 6leo de C. langsdorffi puro.*
Diferenca significativa quando comparado com o controle,
p<0,05. (n=6 em cada grupo experimental)



57

100 -

90

80 -

70

60

50

40 |

Contagem de Células

30

20

10

—e— Neutroéfilos controle
— - - — Neutréfilos cv
— - A— - Neutrofilos T1
---A--- Neutrofilos T2

1 dia 3 dias 5 dias 7 dias 14 dias

Pontos Experimentais

FIGURA 16 — Cinética de migracdo de neutréfilos para corpo estranho do

primeiro ao décimo quarto dia de tratamento. O perfil de
migracao celular foi determinado apés duas contagens de células
que fixaram na laminula de vidro (12 mm de di&dmetro) implantada no
tecido subcutdneo de camundongos da linhagem BALB/c que
receberam diferentes tratamentos tépicos. O grupo C recebeu
tratamento topico com solugao salina estéril, o CV foi tratado com
6leo mineral estéril, T1 com diluicao (v:v) de 6leo mineral estéril e
oleo de C. langsdorffii e T2 com dleo de C. langsdorffi puro. (n=6 em
cada grupo experimental).
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FIGURA 17 — Cinética de migracao de macrofagos para corpo estranho do

primeiro ao décimo quarto dia de tratamento. O perfil de migragao
celular foi determinado apds duas contagens de células que fixaram
na laminula de vidro (12 mm de didmetro) implantada no tecido
subcutaneo de camundongos da linhagem BALB/c que receberam
diferentes tratamentos tépicos. O grupo C recebeu tratamento tépico
com solucédo salina estéril, o CV foi tratado com 6leo mineral estéril,
T1 com diluicdo (v:v) de éleo mineral estéril e 6leo de C. langsdorffii
e T2 com 6leo de C. langsdorffi puro. (n=6 em cada grupo
experimental).
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FIGURA 18 — Formacdao de células gigantes multinucleadas em corpo estranho,

do primeiro ao décimo quarto dia de tratamento. O perfil de
formagao de células gigantes multinucleares foi determinado apds
duas contagens de células que fixaram na laminula de vidro (12 mm
de diametro) implantada no tecido subcutidneo de camundongos da
linhagem BALB/c que receberam diferentes tratamentos tépicos. O
grupo C recebeu tratamento tépico com solucao salina estéril, o CV foi
tratado com 6leo mineral estéril, T1 com diluicdo (v:v) de 6leo mineral
estéril e oleo de C. langsdorffii e T2 com 6éleo de C. langsdorffi puro.
(n=6 em cada grupo experimental).
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6. DISCUSSAO

Apesar do 6leo de C. langsdorffii ser muito utilizado no tratamento de
feridas, o efeito do tratamento tépico com este 6leo medicinal tem sido pouco
investigado. Embora a medicina popular defenda a utilizagdo desse 6leo para o
tratamento de feridas, tanto para homens como para animais, e ainda exista o fato
de que nem sempre os resultados encontrados em uma espécie possam ser
extrapolados para outra, nos resultados apresentados em camundongos percebe-
se que, a utilizacdo do dleo de C. langsdorffii no tratamento de feridas cirurgicas,
gerou um efeito deletério dos tratamentos cutdneos. Em suma, as feridas
cirurgicas de primeira intengdo tratadas com o Oleo de C. langsdorffii
apresentaram retardo no processo de reepitelizagdo, permanéncia de crostas e
ainda a persisténcia das alteragbes vasculares e inflamatérias.

Quando a epiderme foi avaliada pode-se perceber que, camundongos
tratados com o O6leo de C. langsdorffii, apresentavam dificuldade no
restabelecimento da continuidade do epitélio e também permaneciam por mais
tempo com a crosta serocelular no local da ferida. Esses achados microscépicos
mostraram que, apesar de o aspecto macroscopico da ferida linear estar fechado,
a epiderme nao estava completamente formada, o que poderia facilitar
contaminagdes e, possivelmente, deiscéncia de ferida. Segundo MARTINEZ-
HERNANDEZ (2002), a reepitelizagdo tem um importante papel no processo de
reparagdo, pois através da proliferacdo e hiperplasia das células epiteliais a
continuidade do tecido €& restabelecida. Aos quatorze dias, todos os grupos
apresentavam fechamento completo da epiderme, porém o grupo T2 possuia
dobras na camada epitelial e desorganizagao do tecido cicatricial. Esse mesmo
grupo possuia mais fibrose no local da incisdo, assim como uma ferida com maior
dificuldade de controlar a producéo e remodelagédo do colageno, devido a alguma
desordem na formacdo do tecido de granulagdo, como sugerido por
MANDELBAUM et al., (2003).

A presenca de crosta nos grupos T1 e T2 durante um periodo mais longo
nas lesdes foi um fato marcante nos resultados. De acordo com MULLER &
KIRK’S (1995), a crosta € uma massa ressecada e consolidada na superficie da

ferida, composta de uma combinacdo de queratina, soro, debris celulares e,
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frequentemente, restos de microorganismos. Quando esta se apresenta formada
principalmente por soro e restos de células inflamatérias deve ser chamada de
crosta serocelular (Figura 2). No exame histopatolégico da pele aos cinco dias,
além da reepitelizagao parcial da epiderme e da presenca de crosta serocelular
sobre a incisdo, na derme dos animais tratados com 6éleo, também era maior a
incidéncia de células inflamatdrias e alteragdes vasculares, como hemorragia e
hiperemia. Macroscopicamente, a pele dos animais do grupo T1 e T2 mantinham
sinais de inflamacédo como, edema e hiperemia, até os sete dias do processo.
Esta permanéncia da fase inflamatéria pode estar associada a presenca de
crostas e consequente falta da reconstituicdo da epiderme, podendo facilitar a
contaminagao da ferida. Em virtude da presenga de microorganismos o sistema
imune inato permanece ativado, mais células migram em direcdo ao foco da lesao
e mais citocinas proinflamatérias sdo produzidas. Essas células produzem
constantemente quimiocinas para atrair mais células inflamatérias e substancias
vasoativas, além de radicais reativos de oxigénio e nitrogénio, que sdo langados
no microambiente da inflamagdo. Além disso, o influxo de neutrdfilos e
macrofagos para essa regiao aumenta a demanda por oxigénio, com consequente
elevacédo das concentragdes de acido latico e queda do pH. Essa combinagao de
hipoxia, baixo pH e altas concentragbes de acido latico ativa os macrofagos para
a sintese de fatores de crescimento, como o TGF-B, um importante estimulador
de sintese de matriz extracelular e proliferacao fibroblastica, porém que interfere
de forma negativa na reepitelizagao (BALBINO et al., 2005).
Corroborando nossos dados, BRITO et al. (1998) e BRITO et al.
(1999), avaliando em ratos a macro e microscopia de feridas tratadas com o 6leo
de Copaifera reticulata encontraram persisténcia de hiperemia até os quatorze
dias, maior area das feridas e a permanéncia de crostas por um periodo mais
longo do que nos animais controle tratados com solugdo salina. Esses autores
relatam que as lesbes de pele que receberam o 6leo puro estavam cobertas por
material de espessura variavel, constituida de leucécitos, restos de hemacias e
fibrina. Além disso, apresentavam retardo na reepitelizagao, maior quantidade de
células inflamatdrias e hiperemia dos vasos sanguineos. Essas alteragdes
estavam presentes em nossos resultados, em maior ou menor grau, de acordo

com o estagio da ferida e o tipo de tratamento realizado (Figuras 3 e 7). Apesar
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de se tratar de espécies diferentes do género Copaifera, os resultados
encontrados sao similares, o que talvez seja pelo fato de ambas as espécies
terem proximidades na constituicdo quimica, como foi verificado por VEIGA Jr. &
PINTO (2002).

Apenas um estudo, com o objetivo de avaliar a influéncia da C.
langsdorffii no processo de cicatrizagao, foi encontrado. Esse estudo foi realizado
por PAIVA et al. (2002), que para isto, avaliaram a contragao e a for¢ca de tensdo
da ferida em ratos. Estabeleceram tratamentos diarios com solugao salina para o
controle e duas concentragdes diferentes do 6leo (2% e 4%) para os tratamentos.
Dois diferentes modelos de feridas foram produzidos, uma completa de 2 cm? e
outra linear de 4 cm. Os resultados mostraram que o tratamento com o dleo
aumentou a forca de tensao e a contracdo da ferida nos dias nove e cinco de
tratamento, sendo que nos outros dias de avaliagao nao houve diferenga entre os
grupos. Esses autores nao descreveram as alteragées macro e microscopicas das
lesdes, e assim mesmo, relacionaram seus resultados a formagao de tecido de
granulacdo e a acao de miofibroblastos. Além disso, concluem que o tratamento
com o 6leo pode ter um efeito benéfico, pois evita complicagdes de deiscéncia da
ferida.

Um fato interessante é que além da proliferacdo fibroblastica nessa fase
proliferativa, responsavel pela aproximacao das bordas da ferida, a reepitelizacao,
a neovascularizagao e, até mesmo, eventos ligados a fase inflamatdria, como a
ativacao celular, a sintese de citocinas e fatores de crescimentos, também sao
responsaveis pela formagédo do tecido de granulac&o. Isso porque apesar de o
processo de reparo estar didaticamente dividido em fases, ele se desenvolve de
maneira integrada e através de eventos interdependentes. Além do mais, a forga
de tensado, de acordo com STEENFOS (1994), MANDELBAUM et al. (2003),
BALBINO et al. (2005) e DESMOULIERE et al. (2005), é um evento que ocorre
tardiamente, na ultima fase do processo de reparacdo, na fase conhecida por
remodelagdo, onde ocorrem reformulagdes da matriz extracelular pela agao da
enzima metaloproteinase, melhoria nos componentes das fibras colagenas e
reabsor¢cado de agua, o que permite uma conexao que aumenta a forga da cicatriz

e diminui sua espessura.
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A presenca de polimorfos e mononucleares tem se mostrado de forma
diferente de acordo como a concentragao do tratamento, via de administracao e
orgao alvo. Nossos resultados demonstraram que o infiltrado inflamatorio na pele,
tanto dos animais tratados com o 6leo de C. langsdorffii diluido em 6leo mineral
(v:v) quanto daqueles tratados com o éleo de C. langsdorffii puro, nos dias cinco e
sete de tratamento, apresentava-se mais intenso do que nos grupos C e CV.
PAIVA et al. (2002) e PAIVA et al. (2004a) administrando por via oral o 6leo de C.
langsdorffii em diferentes concentragdes, ou o acido caurendico, um diterperno
presente neste 6leo, para ratos com colite induzida por acido acético, mostraram
que os animais tratados apresentavam menor infiltrado inflamatério na
submucosa gastrica e consequentemente menor producdo das enzimas MPO e
MDA. Nestas ocasides esses autores atribuiram a atividade antiinflamatéria ao
acido caurendico do 6leo de C. langsdorffii, pois segundo CASTRILLO et al.
(2001), esse diterpeno caureno inibe a atividade de transcricdo do Fator Nuclear-
kB (NF-kB), uma importante molécula envolvida no processo de ativacdo de
macrofagos.

Entretanto, como neste estudo, quando os animais foram tratados com
Oleo de copaiba, o numero de macréfagos que migraram para a laminula no
primeiro dia foi maior do que no controle. Isso sugere que as células foram
ativadas e aumentaram a capacidade de migragéao para o corpo estranho. Além
disso, quando as laminulas eram banhadas no 6leo antes de serem implantadas
(dados do estudo piloto ndo apresentados) o que ocorria era que os macréfagos
se mostravam globosos e com muitas vesiculas citoplasmaticas, caracteristicas
essas de células com alta atividade fagocitica (RINGLER, 1997).

Um fato comum a todos os grupos foi o tipo de reparo que ocorreu no
paniculo carnoso. O desenvolvimento dessa reparacao seguiu as fases descritas
por McGAVIN (1998), ou seja, degeneragado, necrose e regeneracéo. Apesar de a
degeneragdo e a necrose, devido a incisdo cirurgica, terem variado entre
discretas e moderadas, a evolugao da reparagdo do musculo nao foi influenciada
pelos tratamentos. No local da reparacdo da musculatura pdde-se observar a
proliferagédo de fibroblastos e também sinais de regenerag&o por brotamento, com
a presencga de células gigantes musculares, formagdo de miotubos delgados e

disposicdo de nucleos centrais, porém nem sempre esse processo pdde ser
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avaliado com clareza, uma vez que o tecido muscular é facilmente afetado por
artefatos de técnicas, como afirmaram McGAVIN (1998) e McINNES (2005).

Para RODELLA et al. (2006), a presenga de um corpo estranho no
tecido faz com que macrofagos deixem de se envolver na cicatrizagdo normal e
passem a exercer a fungcdo de reconhecer superficies estranhas, rompendo a
sequéncia de eventos do processo de reparo do tecido lesado. Entretanto, os
resultados aqui apresentados mostraram que, apesar de existir uma laminula no
espaco subcutaneo préximo a incisdo, a morfologia do tecido e o desenvolvimento
do processo de reparo nao foram alterados, estando as diferengas encontradas
entre 0os grupos associadas ao tratamento e n&o a presenca de corpo estranho.

Quando a laminula era retirada do espaco subcutdaneo do dorso do
camundongo podia ser observado que a mesma estava coberta por fibrina e
grande quantidade de células fixadas (Figura 14). Segundo ANDERSON (1988),
durante o procedimento de implantacdo do corpo estranho uma injuria tecidual é
causada e varios sistemas enzimaticos sao ativados, como por exemplo, o
sistema de coagulagdo, complemento, fibrinolitico e de cininas, despertando uma
reacao inflamatéria no local. Isso resulta, inicialmente, na adsor¢ao espontanea
de proteinas pelo material implantado no espago subcutaneo e, em seguida, a
fixagdo de células. TANG et al. (1998) e HU et al. (2001) acrescentam que ocorre
a fixagcao de fibrinogénio sobre o corpo estranho e posteriormente modificagdes
conformacionais nesta proteina. Isso expde dois motivos de ligagdo, conhecidos
por P1 e P2, que servem como receptores para a molécula de adesao celular
Mac-1 presente nos fagdcitos, principalmente neutrofilos e macréfagos.
TAKAHASHI et al. (2001) confirmaram que a molécula Mac-1 € uma pega
fundamental no recrutamento de neutrdfilos.

Nossos resultados mostraram que as primeiras células que se fixaram
nas laminulas foram os neutrofilos e, em seguida, macrofagos (Figuras 16 e 17),
assim como foi encontrado por ANDERSON (1988), MARIANO (1995), TANG et
al., (1998) e FERREIRA et al., (2004). ANDERSON (1988) afirmou que a fixagao
dos neutrdfilos na superficie de vidro gera a ativacdo dessas células e
consequentemente aumenta a produgdo de gréanulos especificos, ativando o
sistema complemento e gerando agentes quimioatraentes para outros tipos

celulares.
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Para ANDERSON (1988) a fixacdo dos macréfagos na superficie do
corpo estranho ocorre pela interagao da célula com a molécula de C3b presente
na superficie do material. MARIANO (1995) afirmou que os macréfagos
inflamatdérios aderidos na superficie de laminulas implantadas no espaco
subcutédneo possuem receptores C3b e Fc. Entretanto, contrariando a idéia de
que as moléculas do complemento sdo as principais envolvidas no processo de
migragdo celular para corpo estranho, TANG et al. (1998) afirmam que os
principais quimioatraentes envolvidos na resposta inflamatoéria aos implantes sao
as quimiocinas MIP-1a. e MCP-1. Essa idéia também ¢é sustentada por FERREIRA
et al. (2004) e KYRIAKIDES et al. (2004).

A partir do terceiro dia foram encontradas células gigantes
multinucleadas nas laminulas, assim como descrito por BIRMAN & MARIANO et
al. (1985). Essas células eram produtos da fusdo de macrofagos e, de acordo
com ANDERSON (1988), estdo sempre presentes na reacgao inflamatéria de
corpo estranho. DeFIFE et al. (2002) sustentam a hipotese de que as principais
citocinas envolvidas no processo de formacgao de células multinucleadas sao IL-4
e IL-13 e, para McNALLY & ANDERSON (2002), a adesdo de macrofagos é
dependente de uma atividade cooperativa das integrinas 1 e 2.

Mastécitos, linfocitos e fibroblastos também foram encontrados, porém
nao eram as células dominantes no processo. Esse fato também foi descrito por
ANDERSON (1988), MARIANO (1995) e FERREIRA et al., (2004). Entretanto,
TANG et al. (1998) e RODELLA et al. (2006) afirmaram que os mastdcitos
teciduais sao as principais células envolvidas na resposta para corpo estranho.

O uso de corpo estranho implantado no espago subcutédneo e a
avaliacdo do perfil de migragdo celular ndo haviam sido empregados com o
objetivo de verificar a atividade antiinflamatéria de um tratamento tépico,
entretanto, logo no primeiro dia de avaliagdo observou-se que o tratamento das
feridas cirurgicas afetou o perfil de migracao celular e, apesar de nao ter afetado
os dias posteriores, isso serviu como suporte para compreender qual o
direcionamento da resposta imune ao corpo estranho. Como € sugerido por
ABBAS & LICHTMAN (2005), os eventos iniciais da resposta imune inata definem

os eventos subsequentes da resposta inflamatéria, pois nesse momento é que
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sao produzidos diversos mediadores inflamatdrios e citocinas que determinam os

mecanismos efetores e o direcionamento do sistema imune adaptativo.
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7. CONCLUSOES

Os exames histopatologicos de pele e a avaliagdo dos perfis de
migragao celular para corpo estranho, em camundongos BALB/c que tiveram as

feridas cirurgicas submetidas a diferentes tratamentos, permitiram concluir que:

1. Os achados morfolégicos das feridas cirurgicas tratadas topicamente com 6leo
de C. langsdorffii diluido a 50% ou puro, demonstram a presencga, por um periodo
maior, de crostas serocelular e dificuldade de completar o processo de
reepitelizacdo da epiderme, ocasionando o aumento da intensidade e a
persisténcia de alteragdes inflamatdrias, como hiperemia, hemorragia e infiltrado
inflamatdrio, quando comparados com animais tratados com solu¢do salina ou
Oleo mineral estéril. Ou seja, o uso do 6leo de C. langsdorffii para tratamento
tépico de feridas cirurgicas influencia de forma negativa o processo de reparo,

aumentando o tempo de restabelecimento da continuidade da epiderme.

2. Os neutrdfilos sdo as principais células envolvidas na resposta inflamatéria
inicial a laminula de vidro. Os macrofagos sao as células dominantes do processo
a partir do terceiro dia, e podem apresentar vesiculas intracitoplasmaticas e
diferentes morfologias nucleares. Além disso, os macrofagos a partir do terceiro
dia iniciam um processo de fusdo e formagao de células gigantes multinucleadas
na superficie do corpo estranho. Essas células gigantes apresentam disposi¢cdes

circulares ou aleatérias dos nucleos.

3. A avaliagado do perfil de migracado celular ndo foi um método adequado de
avaliacao da atividade antiinflamatéria em tratamentos topicos, pois esse tipo de
tratamento influencia a migragdo celular apenas nos momentos iniciais da

resposta imune.
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PLANILHA DE AVALIACOES MACRO E MICROSCOPICAS

Ponto experimental: Um dia apds o implante do corpo estranho

79

1/2.

MICRO
presenga necrose infiltrado inflamatério hemorragia hiperemia proliferagéo
GRUPO | de crosta MN PMN vascular
serocelular| epi | der [ mus | epi | der | mus | epi | der | mus | epi | der | mus | der | mus | der | mus
P1CA1 2 1 2 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0
P1CA2 3 1 2 1 0 0 0 0 1 1 1 2 1 2 1 0 0
P1CA3 3 1 2 1 0 0 0 0 1 1 1 2 1 2 1 0 0
mediana] 3,0 10[20(|10f[00)00|00|O00f120] 10| 10| 20{ 10| 20| 30| 0,0 | 0,0
P1CVA1 2 2 2 2 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0
P1CVA2 1 1 2 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 2 0 0 0
P1CVA3 2 0 1 1 0 0 0 0 2 1 2 2 2 1 0 0 0
mediana 2,0 1020100000 O00|O00f10] 10| 10| 10| 00| 10| 00| 0,0 | 00
P1T1A1 3 1 2 2 0 0 0 0 1 0 1 3 1 2 0 0 0
P1T1A2 3 2 2 1 0 0 0 0 2 2 0 1 1 1 0 0 0
P1T1A3 2 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0
mediana| 3,0 i0[20(|10f(00)00O|00|O00{f10]1210]| 10| 10( 10| 10| 00| 0,0 | 00
P1T2A1 3 3 2 1 0 0 0 0 2 1 0 2 0 2 0 0 0
P1T2A2 3 3 2 1 0 0 0 0 2 1 1 3 1 3 1 0 0
P1T2A3 2 2 2 2 0 0 0 0 1 1 1 1 1 2 0 0 0
mediana 3,0 30[20]10]00]|]00[O00|O0OO0] 20| 10| 10| 20| 10| 20| 00| 00| 00
Legenda: 0: ausente NA: ndo avaliado C controle
1: discreto CV  controle weiculo
2: moderado ™ tratamento 1

3: acentuado

T2 tratamento 2
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Ponto experimental: Um dia apds o implante do corpo estranho 2/2.
MICRO MACRO
ieesleleaes|| sl proliferagéo | proliferagdo | sinais de Estado oo ' .
GRUPO fibroblastica [fibroblastica |regeneragcdo OBS geral da Edema |Hiperemia| OBS
da epiderme |da epiderme| na derme |na muscular|na muscular ferida | da ferida

P1CA1 ausente ausente ausente ausente ausente - Bom fechada 2 1 -
P1CA2 ausente ausente ausente ausente ausente - Bom fechada 2 1 -
P1CA3 ausente ausente ausente ausente ausente - Bom fechada 2 1 -
mediana - - - - - - - - 2,0 1,0 -
P1CVA1 ausente ausente ausente ausente ausente - Bom fechada 2 1 -
P1CVA2 ausente ausente ausente ausente ausente - Bom fechada 2 1 -
P1CVA3 ausente ausente ausente ausente ausente - Bom fechada 2 1 -
mediana - - - - - - - - 2,0 1,0 -
P1T1A1 ausente ausente ausente ausente ausente - Bom fechada 2 1 -
P1T1A2 ausente ausente ausente ausente ausente - Bom fechada 2 1 -
P1T1A3 ausente ausente ausente ausente ausente - Bom fechada 2 1 -
mediana - - - - - - - - 2,0 1,0 -
P1T2A1 ausente ausente ausente ausente ausente - Bom fechada 2 1 -
P1T2A2 ausente ausente ausente ausente ausente - Bom fechada 2 1 -
P1T2A3 ausente ausente ausente ausente ausente - Bom fechada 2 1 -
mediana, - - - - - - - - 2,0 1,0 -

Legenda: 0: ausente
1: discreto
2: moderado
3: acentuado
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Ponto experimental: Trés dias apds o implante do corpo estranho 1/2.
MICRO
presenca necrose infiltrado inflamatério e s proliferagéo
GRUPO | de crosta MN PMN vascular
serocelular | epi der | mus | epi | der | mus | epi der | mus | epi | der | mus | der | mus | der | mus
P3CA1 3 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 1 2 1 1 1
P3CA2 3 1 1 1 0 0 0 0 2 2 2 2 2 2 1 1 0
P3CA3 2 0 0 1 0 1 0 0 2 1 2 2 0 3 0 2 1
mediana 3,0 o0ofo0| 10| 00(f(0O0fO0O0|O00|20| 10] 20|20 10| 20| 10| 1,0] 1,0
P3CVA1 2 0 0 2 0 0 0 0 2 2 1 3 2 3 2 1 1
P3CVA2 2 1 1 0 0 1 1 0 3 3 1 2 0 2 1 1 0
P3CVA3 2 0 0 0 0 1 0 0 2 1 1 2 1 2 1 1 0
mediana 2,0 o0|o00f00|]O0Of10]00(fO00]20(|20]10|20]| 10| 20| 10| 1,0 0,0
P3T1A1 2 2 0 1 0 0 0 0 2 2 1 1 1 2 1 1 0
P3T1A2 2 2 1 1 0 0 0 0 2 2 1 2 0 3 2 2 1
P3T1A3 3 2 1 1 0 1 1 0 3 3 1 2 1 2 1 0
mediana 2,0 20(10| 10| 00(f(0O0OfO0O0|00|20|20] 10|20 10| 20| 10| 1,0 0,0
P3T2A1 3 3 2 1 0 0 0 0 2 2 2 0 0 2 2 1 1
P3T2A2 3 3 2 1 0 1 1 0 2 2 1 2 1 2 2 1 1
P3T2A3 2 3 0 0 0 0 0 0 3 2 1 2 1 1 1 1 1
mediana 3,0 30| 20(|10]00(f(00]O00fO00]20(20]10|20] 10| 20| 20| 10| 1,0
Legenda: 0O: ausente NA: n&o avaliado C controle
1: discreto CV  controle veiculo
2: moderado ™ tratamento 1
3: acentuado T2 tratamento 2
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Ponto experimental: Trés dias ap6s o implante do corpo estranho 2/2.
e e proliferagéo | proliferagdo | sinais de Estado e . .
GRUPO fibroblastica |fibroblastica |regeneragéo OBS geral da Edema [Hiperemia| OBS
da epiderme [da epiderme| na derme |na muscular|na muscular ferida | da ferida
P3CA1 presente presente presente ausente presente - Bom fechada 2 1 crostas
P3CA2 ausente ausente presente ausente ausente - Bom fechada 2 2 crostas
P3CA3 presente presente presente ausente presente - Bom fechada 1 1 crostas
mediana| - - - - - - - - 2,0 1,0
P3CVA1 presente ausente presente ausente ausente - Bom fechada 1 2 crostas
P3CVA2 ausente ausente presente ausente presente - Bom fechada 2 2 crostas
P3CVA3| presente presente presente ausente presente - Bom fechada 1 1 crostas
mediana - - - - - - - - 1,0 2,0
P3T1A1 ausente ausente presente ausente ausente - Bom fechada 2 2 crostas
P3T1A2 ausente presente ausente ausente presente - Bom fechada 2 1 crostas
P3T1A3 presente presente ausente ausente presente - Bom fechada 2 2 crostas
mediana, - - - - - - - - 2,0 2,0
P3T2A1 ausente ausente ausente ausente ausente - Bom fechada 2 2 crostas
P3T2A2 presente presente presente ausente presente - Bom fechada 2 1 crostas
P3T2A3 ausente ausente presente ausente presente - Bom fechada 2 2 crostas
mediana - - - - - - - - 2,0 2,0

Legenda: 0: ausente
1: discreto
2: moderado
3: acentuado




PLANILHA DE AVALIAGOES MACRO E MICROSCOPICAS

Ponto experimental: cinco dias apds o implante do corpo estranho
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1/2.

MICRO
presenga necrose infiltrado inflamatério I hiperemia proliferagéo
GRUPO | de crosta MN PMN vascular
serocelular| epi | der | mus | epi | der [ mus | epi | der [ mus [ epi | der | mus | der | mus [ der | mus
P5CA1 - 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 2 0 1 1 1 0
P5CA2 3 1 0 0 0 2 1 0 3 2 1 1 2 2 1 1
P5CA3 - 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 1 0 1 1 2 1
medianal - oo0ofoo0o|o00O|0O0O| 10(|10|00]O00|O00(|O00(f10]00] 10| 10]{ 1,0 1,0
P5CVA1 - 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0
P5CVA2 - 0 0 0 0 2 2 0 0 1 0 0 0 1 1 2 1
P5CVA3 - 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 3 0 1 1 0 1
mediana - o0|)00|00|00| 10| 10)00] 00| O00]O00]]110]00] 10] 10| 0,0 ] 1,0
P5T1A1 1 0 0 0 0 2 2 0 1 1 0 1 0 2 1 1 0
P5T1A2 2 0 0 0 0 3 3 0 2 2 1 1 0 2 2 1
P5T1A3 2 1 1 0 3 2 0 3 2 0 1 0 2 2 1 1
mediana 2,0 o0|00|00|]00]| 30| 20)00] 20| 20]00] 10| 00] 20] 20] 10| 1,0
P5T2A1 2 1 0 NA 0 2 NA 0 2 NA 0 2 NA 1 NA 1 NA
P5T2A2 3 0 0 0 0 1 2 0 3 2 1 2 1 2 2 1 1
P5T2A3 2 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 2 1 2 2 1 1
mediana 2,0 00]00]|]00]|]00]|] 20| 20]00]20] 10| 00| 20] 10| 20| 20| 1,0 | 1,0
Legenda: 0: ausente NA: n&o avaliado C controle
1: discreto CV  controle veiculo
2: moderado ™ tratamento 1

3: acentuado

T2 tratamento 2
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Ponto experimental: Cinco dias ap6s o implante do corpo estranho 2/2.
MICRO ACHADOS MACROCOPICOS
o . .| proliferagéo | proliferagéo | sinais de Estado
GRUPO reepitelizagdo hiperplasia fibroblastica |fibroblastica |regeneragéo OBS geral da Aspecto Edema |Hiperemia| OBS
da epiderme |da epiderme| na derme |na muscular|na muscular ferida | da ferida
P5CA1 presente presente presente presente presente - Bom fechada 1 1 semcrostas
P5CA2 ausente ausente presente presente presente - Bom fechada 1 2 crostas
P5CA3 presente presente presente presente presente - Bom fechada 1 1 semcrostas
mediana - - - - - - - - 1,0 1,0 -
P5CVA1 presente presente presente presente presente - Bom fechada 1 1 semcrostas
P5CVA2 presente presente presente presente presente - Bom fechada 1 1 semcrostas
P5CVA3 presente presente presente presente presente - Bom fechada 1 1 semcrostas
mediana| - - - - - - - - 1,0 1,0 -
P5T1A1 presente presente presente presente presente | reepitelizagao incompleta| Bom fechada 2 2 peq. crostas
P5T1A2 presente presente presente presente presente | reepitelizagao incompleta | Regular | fechada 2 2 crostas
P5T1A3 presente NA presente presente ausente | reepitelizagéo incompleta | Regular | fechada 2 2 crostas
medianal - - - - - - - - 2,0 2,0 -
P5T2A1 presente presente presente presente NA reepitelizagéo incompleta | Regular | fechada 2 2 crostas
P5T2A2 presente presente presente presente presente | reepitelizagao incompleta | Regular | fechada 2 2 crostas
P5T2A3 presente presente presente presente presente | reepitelizagao incompleta | Regular | fechada 2 2 crostas
mediana - - - - - - - - 2,0 2,0 -
Legenda: O: ausente
1: discreto
2: moderado
3: acentuado



PLANILHA DE AVALIAGOES MACRO E MICROSCOPICAS

85

Ponto experimental: Sete dias apds o implante do corpo estranho 1/2.
MICRO
presenga necrose infiltrado inflamatério TR hiperemia proliferagéo
GRUPO | de crosta MN PMN vascular
serocelular| epi | der | mus | epi | der | mus | epi | der | mus | epi der | mus | der [ mus | der | mus
P7CA1 - 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1
P7CA2 - 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0
P7CA3 - 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1
mediana - 00| o00fo0OO0OfOO|210)| 10| 00| 00| O0]OO0{(110{(O00{f10]120] 10] 1,0
P7CVA1 - 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
P7CVA2 - 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
P7CVA3 - 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1
mediana - 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 1,0 1,0 1,0
P7T1A1 - 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0
P7T1A2 2 0 0 0 0 3 2 0 0 0 0 2 0 1 1 1
P7T1A3 2 0 0 0 0 3 2 0 1 0 1 1 2 2 2 1 1
mediana 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0 1,0 1,0 1,0
P7T2A1 3 0 0 0 0 2 1 0 0 0 1 1 0 2 1 1 1
P7T2A2 1 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 1 0 1 1 1 2
P7T2A3 2 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 1 0 1 1 2 1
mediana 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Legenda: 0: ausente NA: n&o avaliado C controle
1: discreto CV  controle veiculo
2: moderado ™ tratamento 1

3: acentuado

T2 tratamento 2
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Ponto experimental: Sete dias apds o implante do corpo estranho 2/2.
eliclestsl| fpemse proliferagéo | proliferagdo | sinais de Estado ASEEREE . .
GRUPO fibroblastica |fibroblastica |regeneragao OBS geral da Edema |Hiperemia OBS
da epiderme |da epiderme| na derme |na muscular|na muscular ferida | da ferida
P7CA1 presente presente presente presente presente - 6timo | fechada 1 1 sem crostas
P7CA2 presente presente presente presente presente - 6timo | fechada 1 1 sem crostas
P7CA3 presente presente presente presente presente - Bom fechada 1 1 sem crostas
mediana| - - - - - - - - 1,0 1,0 -
P7CVA1 presente presente presente presente presente - 6timo | fechada 1 1 sem crostas
P7CVA2 presente presente presente presente presente - 6timo | fechada 1 1 sem crostas
P7CVA3| presente presente presente presente presente - Bom fechada 2 2 pequenas crostas
mediana - - - - - - - - 1,0 1,0 -
P7T1A1 presente presente presente presente presente - Regular | fechada 2 2 crostas
P7T1A2 presente presente presente presente presente - Regular | fechada 3 2 crostas
P7T1A3 presente NA presente presente presente - Regular | fechada 2 3 crostas
mediana| - - - - - - - - 2,0 2,0 -
P7T2A1 presente presente presente presente presente - Regular | fechada 2 2 crostas
P7T2A2 presente presente presente presente presente - Regular | fechada 2 1 sem crostas
P7T2A3 presente ausente presente presente presente - Regular | fechada 2 3 crostas
mediana| - - - - - - - - 2,0 2,0 -
Legenda: 0: ausente

1: discreto
2: moderado
3: acentuado
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Ponto experimental: Quatorze dias apds o implante do corpo estranho 1/2.
MICRO
presenca infiltrado inflamatério . ) . proliferagéo
necrose hemorragia hiperemia

GRUPO | de crosta MN PMN vascular

serocelular| epi | der | mus | epi | der | mus | epi | der | mus | epi der | mus | der [ mus | der | mus
P14CA1 - 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
P14CA2 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
P14CA3 - 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
mediana - 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0
P14CVA1 - 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 2 1 0
P14CVA2 - 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P14CVA3 - 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mediana - o0)j]o00|00)}00| 10| 10| 00| O0O0|OO0|OO0(fOO0(fOO0]|]OO]|O0]O00]O00
P14T1A1 - 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
P14T1A2 - 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
P14T1A3 - 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mediana - o0)]00)|00]00|20]|10|00|O00|O0O0(|OO0(OO0(fO0O0]10]00] 00] 00
P14T2A1 - 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
P14T2A2 - 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
P14T2A3 - 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0
mediana - 00]00)]00]00]20]10|00]|O00|O0O0|O0(fO0|O00]110]00] 1,0 ] 0,0
Legenda: 0: ausente NA: néo avaliado C controle

1: discreto CV  controle weiculo

2: moderado T tratamento 1

3: acentuado T2 tratamento 2
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Ponto experimental: Quatorze dias ap6s o implante do corpo estranho 2/2.
MICRO MACRO

reepitelizagao| hiperlasia proliferagéo | proliferagéo | sinais de Estado AeEesls ' .
GRUPO fibroblastica |fibroblastica |regeneracéo OBS geral da Edema [Hiperemia OBS

da epiderme |da epiderme| na derme |na muscular|na muscular ferida | da ferida
P14CA1 presente ausente presente presente presente - 6timo | fechada 0 1 sem crosta
P14CA2 presente ausente presente presente presente - 6timo | fechada 0 1 sem crosta
P14CA3 presente presente presente presente presente - 6timo | fechada 0 1 sem crosta
mediana - - - - - - - - 0,0 1,0 -
P14CVA1| presente presente presente presente presente - 6timo | fechada 0 2 sem crosta
P14CVA2| presente ausente presente presente presente - otimo | fechada 0 1 sem crosta
P14CVA3| presente ausente presente presente presente - 6timo | fechada 0 1 sem crosta
mediana - - - - - - - - 0,0 1,0 -
P14T1A1 presente ausente presente presente presente - otimo | fechada 2 2 sem crosta
P14T1A2| presente ausente presente presente presente - 6timo | fechada 2 1 sem crosta
P14T1A3| presente ausente presente presente presente - 6timo | fechada 2 1 sem crosta
mediana| - - - - - - - - 2,0 1,0 -
P14T2A1 presente ausente presente presente presente - Bom fechada 3 2 pele espessa
P14T2A2| presente ausente presente presente presente - Bom fechada 3 2 pele espessa
P14T2A3| presente ausente presente presente presente - Bom fechada 3 2 pele espessa
mediana - - - - - - - - 3,0 2,0 -
Legenda: 0: ausente

1: discreto
2: moderado
3: acentuado
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