LEONARDO FAVIO ALVAREZ ARRIETA

EFEITOS DA HIDROCORTISONA, DA PREDNISOLONA E DA NEOMICINA
NO PROCESSO DE REPARACAO DE FERIDAS CUTANEAS EM CAES.

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pés-
Graduacao em Medicina Veterinaria,
para obtencéo do titulo de “Magister

Scientiae”

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2001



A Deus.
Aos meus pais Armando e Natividad.
A meu filho Leonardo José
A minha esposa Claudia

Aos meus irmaos Rodolfo y Teresa



AGRADECIMENTO

A Universidad Nacional de Cordoba (UNICOR-Colémbia) e a
Universidade Federal de Vigcosa (UFV), pela oportunidade oferecida para a
realizacdo do Curso de Pés-Graduacdo em Medicina Veterinaria.

Ao professor e orientador José Antbnio Viana, pela orientacdo durante
0 curso e sugestdes na elaboracdo da presente pesquisa.

A professora Marlene Isabel Vargas Viléria, pelo aconselhamento,
pela amizade, pelo incentivo e pela sua valiosa colaboracdo para a
realizacao deste trabalho.

Ao professor Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo, pelos conselhos,
pelo incentivo, pelas sugestdes durante o curso e pela grande amizade.

A professora Andréa Pacheco, pelas sugestfes e colaboracdo nas
cirurgias

Aos meus pais Armando Alvarez e Natividad Arrieta, pela dedicacao
incansavel, pela confianca incondicional e pelo esfor¢co permanente em me
educar.

A minha esposa Claudia Patricia Pinzon Morelo, pelo grande amor,
pela confianca e apoio permanente, pela dedicacdo e acompanhamento nos
momentos bons e naqueles dificeis.

A meu filho Leonardo José, pelo grande amor que me oferece, pelo
seu sorriso que me traz felicidade, pelo incentivo, pela tranquilidade que me
da por estar a meu lado e por me permitir roubar-lhe parte do tempo em que

deviamos estar juntos.



Aos meus irmdos Rodolfo e Teresa, pela confianca e constante
incentivo.

A minha avé, pelo amor incondicional e confian¢a, pelo incentivo e
apoio.

Ao professor Alberto Mestra Pineda, do Departamento de Medicina
Veterinaria da UNICOR, entdo Pro-reitor Académico, pela confianca e
colaboracdo para que fosse possivel a realizacdo deste curso de pos-
graduacao.

Ao professor Jorge Visbal S. “In memoriam”, entdo Decano da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, pelo seu apoio para que
fosse possivel 0 meu treinamento ao nivel de pos-graduacao.

Aos professores Juan Carlos Ballut, José Cardona e Mastoby
Martinez, do Departamento de Medicina Veterinaria da UNICOR, pelo apoio,
confianca e colaboracéo.

Aos colegas de trabalho e estudo, Teresa Oviedo Socarrds e Juan
Carlos Carrascal Veladsquez, pela amizade, companheirismo e pelo
agradavel convivio.

Ao professor Lazaro Reza Garcia, atual Decano da Faculdade de
Medina Veterinaria da UNICOR, pela colaboracao e compreensao.

Aos meus amigos colombianos Misael, Mayra, Maria Fernanda, Alba,
Rodrigo e Sergio pela amizade e colaboracdo que de uma ou outra forma
me ofereceram durante o curso.

Aos estudantes de pos-graduacdo Richard, Mario, Tatiana e Esther
pela colaboracao nas cirurgias e pela amizade.

Aos estudantes de graduacao Alexandre, Tatiana, Cristiane, Luciana
e Flavia pela valiosa colaboracéo nas cirurgias e coleta de amostras.

Aos funcionarios do Departamento de Veterinaria (DVT) da UFV Adéao
Cardoso, Claudio Veridiano, Lucinda, Luis Marcio, Maninha, Divina, Camilo,
Joao e “Ponte Nova” pelos servicos prestados e pela amizade.

As secretarias do DVT Cléia, Eloisa e Rose, pela colaboracéo e pela
amizade.

A todos os animais que foram utilizados para a realizacao do presente

experimento.



BIOGRAFIA

Leonardo Favio Alvarez Arrieta, filho de Armando Alvarez Arrieta e
Natividad de Jesus Arrieta Mendez, nasceu o dia 8 de Novembro de 1971,
em Cereté, Estado de Cérdoba (Colémbia).

Em 22 de Abril de 1994, graduou-se em Medicina Veterinaria e
Zootecnia pela Universidade Nacional de Cérdoba (UNICOR), em Monteria,
Cordoba (Colémbia).

De fevereiro de 1994 - 1998 trabalhou como assistente técnico na
area de Veterinaria e Zootecnia na empresa J & S Representaciones e
Inversiones Ltda., no municipio de Planeta Rica, Estado de Cérdoba —
Colémbia.

Em 2 de fevereiro de 1998, foi admitido como professor auxiliar, em
concurso publico, pela Universidade Nacional de Cérdoba (UNICOR), para
atuar no Curso de Medicina Veterinaria e Zootecnia, em Monteria, Cérdoba.

Em agosto de 1999, iniciou o Curso de Mestrado em Medicina
Veterinaria na Universidade Federal de Vicosa, na area de Clinica e Cirurgia

de pequenos animais.



INDICE

Péagina

1 11V Vil
AB ST R A C T e X
1. INTRODUGAO.......oo ottt ettt 1
2. REVISAO DE LITERATURA .....coootiieceece ettt 4
P I O (o= 1 - (o> Lo F SRR 4
2.2. Fase inflamatoria.............uuveiiiiie e 5
2.3. FASE PrOlIfEIAtIVAL .. ..uveeeieieeiieeeieeieeeeeee ettt e e e e e e eeeeeeees 8
2.3.1. Proliferag&o de fibroblastos..........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeceee 9
2.3, 2. ANGIOGBNESE. ... 9
2.3.3. EPItElIZAGAO. ... . 11
2.4, FASE € MATUIAGAD. ......uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii s 12
2.5. Variacéo clinica do processo de cicatrizagao.............ccccceceeeeeeeeeeen.. 13
2.6. Mecanismos envolvidos no processo de cicatrizagdo....................... 13
2.6.1. Fatores de CreSCIMENTO.........uuvvviiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 13

Vi



2.6.1
2.6.1
2.6.1
26.1
2.6.1

.1. Fator de crescimento derivado de plaguetas (PDFG)...........
.2. Fatores de crescimento transformadores (TGF)..................
.3. Fator de crescimento epidérmico (EGF).........ccccccooeeeiiinnnnn,
4. Interleucina 1 e fator de necrose tumoral (IL-1 e TNF).........
.5. Fatores de crescimento dos fibroblastos (FGFS).................

2.6.2. MAtliz eXtraCeIUIAN ...

2.7. Fatores que alteram a CiCatriZaGao............ccuvuvveereiiiiieeeeiiiiee e

2.7.1. COrtiCOSIEIOIARS. ..o

3. MATERIAL E METODOS........cuiiiicteeieeeteeeee ettt

3.1. Modelo experimental.............ccouiiiiiiiiiiiie e

3.2. Procedimentos anestésico € CIrlrgiCo............veeeeeeeeeeeieeiiiiiiiieeeeeeean,

3.3. Coleta de material para estudo histologico............cccceeeeeeeeriiiininnnnnnn.

3.4. Anal

ISE @S AL IS ICA. o en e ee et e,

4. RESULTADOS. ... .t

4.1, 1°dia POS-CIFUIGQICO. .. ..ceeeeeeieeeiiiiee e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e

4.2.2° dia POS-CIFUIGICO. ...eeiieeeiiiiiiiieiee e e et e e e e e e e e

4.3. 4° dia POS-CIFUIGICO. ...eeeeieeeeiiiiiieiie e et e e e e e e e e e ennnes

4.4, 6° dia POS-CIFUIGICO. ....eiiieeeeiiiiiiiiiee e e ettt e e e e e e e e e nnes

4.5. 8° dia POS-CIFUIGICO. ....eeiieeeiiiiiiiiiiiee e et e e e e e e e e e enes

B DISCUSSAD ..ot

6. RESUMO E CONCLUSOES . .....ooe oottt

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ......co ittt

APENDICE

vii

14
15
16
17
17
18
20
20
24
24
25
26
27
28
28
31
33
36
38
40
48
50

56



RESUMO

ARIETA, Leonardo Favio Alvarez, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
novembro de 2001. Efeitos da hidrocortisona, da prednisolona e da
neomicina no processo de reparacao de feridas cutaneas em caes.
Orientador: José Antonio Viana. Conselheiros: Marlene Isabel Vargas
Viléria e Andréa Pacheco Batista Borges.

No presente estudo foram utilizados 25 cées adultos, machos e
fémeas, provenientes do canil do Departamento de Veterinaria da UFV, com
0 objetivo de avaliar histologicamente os efeitos da hidrocortisona, da
prednisolona e neomicina no processo de reparacdo de feridas cutaneas.
Estes animais foram aleatoriamente divididos em cinco grupos, em todos
eles foram feitas cinco incisbes de pele perpendiculares ao eixo maior do
animal e numeradas de um a cinco de acordo com sua localizacdo
referencial no eixo cranio-caudal. Os grupos foram assim constituidos: grupo
1-controle; grupo 2-hidrocortisona tépica; grupo 3-hidrocortisona + neomicina
tépica; grupo 4-prednisolona oral e grupo 5-neomicina tépica. Fragmentos de
pele de cada incisdo foram colhidos em todos os animais, na seguinte
sequéncia: no 1° dia pos-operatério, incisdo n° 1; no 2° dia, incisdo n° 2; no
4° dia, incisdo n° 3; no 6° dia, incisdo n°4 e no 8° dia, incisdo n°5.
Histologicamente, no 1° dia pds-cirdrgico, foi constatado que todos os
animais mostravam reacdo inflamatoria de intensidade variavel, presenca de

exsudato celular, constituido principalmente por células polimorfonucleares
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neutréfilos e coagulo de fibrina em quantidades escassas unindo as bordas
da ferida. Na hipoderme a exsudacdo fibrinosa assim como a area de
hemorragia eram maiores. A andlise estatistica mostrou que ndo houve
diferenca significativa na intensidade do coagulo/edema entre os diferentes
tratamentos. No 2° dia pos-cirargico, histologicamente foi observado inicio de
epitelizacdo, organizacdo do coagulo, formacao de capilares e presenca de
células mononucleares. A analise estatistica mostrou diferenca significativa
(P< 0,01) entre as médias do tamanho do coagulo/edema dos diferentes
grupos. No 4° dia p6s-operatério, histologicamente observou-se que a linha
de incisdo estava preenchida com fibras colagenas, havia proliferacdo
fibroblastica e diminuicdo do infiltrado inflamatorio. Estatisticamente
observou-se diferenca significativa (P< 0,01) entre as médias do tamanho do
coagulo/edema nos diferentes grupos. No 6° dia pds-cirdrgico constatou-se a
presenca de tecido conjuntivo bem diferenciado, com formacdo de vasos
sanguineos com paredes grossas, 0 epitélio mostrava as diferentes
camadas. Quando se compararam as médias do tamanho do
coagulo/edema observou-se, estatisticamente, diferenca a 5% de
significancia entre os diferentes grupos. No 8° dia pds-operatério ndo houve
diferenga estatistica significativa no tamanho do coagulo/edema entre o0s
diferentes tratamentos, embora, apresentaram-se, histologicamente,
diferencas qualitativas na resposta cicatricial entre os grupos 1, 2, 3, e 5
guando comparados com o grupo 4. Alem disto, encontrou-se que o grupo 3

apresentou maior formacgéao de tecido conjuntivo.



ABSTRACT

ARRIETA, Leonardo Favio Alvarez, M.S., Universidade Federal de Vigcosa,
november of 2001. Effects of the hydrocortisone, prednisolone and
neomicine on skin wound repair process in dogs. Adviser: José
Antdnio Viana. Committee Members: Marlene Isabel Vargas Viloria and
Andrea Pacheco Batista.

In the present study 25 dogs adults, males and females were used,
coming of the kennel of the Department of Veterinary of UFV, with the
objectives of to evaluate histologically the effects of the hydrocortisone,
prednisolone and neomicine in the process of cutaneous repair. These
animals were allotted in five groups and in all them were made five
perpendicular skin incisions to the larger axis of the animal and numbered of
one to five in agreement with your location referential in the axis cranium-
caudal. The treatments were administered in the following way: group 1-
control; group 2-hydrocortisone topical; group 3-hydrocortisone + neomicine
topical; group 4-prednisolone oral and group 5-neomicine topical. They were
picked biopsies of skin of each wound, in all the animals, in the following
sequence: to the 1st postoperative day, incision no. 1; to the 2nd day,
incision no. 2; to the 4th day, incision no. 3; to the 6th day, incision n°4 and to
the 8th day, incision n°5. Histologically, to the 1st powder-surgical day, was
verified that all the animals showed inflammatory reaction of variable

intensity, presence of cellular exsudato, constituted mainly by neutrophils and



clot in scarce amounts uniting the borders of the incision, however, in the
hypodermis the fibrin deposit was larger. The statistical analysis showed that
there was not significant difference in the intensity of the clot/edema among
the different treatments. To the 2nd day, histologically was observed begin of
epithelialization, organization of the coagulum, formation of capillary and
presence of cells mononuclears. Statistical analyze showed significant
difference (P <0,01) in the size of the clot/edema among them measured of
the different groups. In the 4th postoperative day, histologically was observed
that the incision line was filled with by collagens fibers, there were fibroblastic
proliferation and decrease of the inflammatory infiltrate. Statistically was
observed difference significant (P <0,01) of the size of the clot/edema in the
different treatments. To the 6th day was observed the presence of fibrous
tissue well differentiate and there was capillary with thick walls, the
epithelium was showed the different layers. When the averages of the size of
the clot/edema were compared it was observed, statistically, significant
difference to 5% the different groups. In the 8th postoperative day there was
not significant difference statistics in the size of the clot/edema between the
different groups, although, they came qualitative differences in the healing
response among the treatments 1, 2, 3, and 5 when compared with the
treatment 4. Besides, it was observed that the group 3 presented larger

formation of the conjunctive tissue.
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1. INTRODUCAO

A reparacdo das feridas € um processo biolégico por meio do qual é
restaurada a continuidade do tecido e ocasionalmente a morfologia e funcao
de orgdos que foram parcialmente destruidos (DAVIDSON, 1992).
Geralmente dois processos diferentes estdo envolvidos, a regeneracéo,
onde o tecido lesado é restituido com células do mesmo tipo e sem sinais de
lesdo previa e a cicatrizacdo, cujo novo tecido € de natureza embrionaria e
gue com o tempo se transforma em tecido adulto chamado tecido cicatricial
ou cicatriz (COTRAN, 1990).

A substituicdo das células que foram destruidas, por outras
semelhantes s6 ocorre em certos tecidos e em circunstancias muito
especiais. Os vertebrados inferiores podem regenerar totalmente os
membros ou a cauda, por exemplo. Os mamiferos e as aves sO regeneram
algumas vezes e unicamente uma pequena porcdo de alguns Orgaos.
Entretanto, dependendo do tipo e quantidade de tecido lesado, da assepsia
ou contaminacdo bacteriana da ferida, do microambiente fisico e quimico
presente no tecido que rodeia a zona afetada e do estado fisioldgico geral do
individuo, a reparacédo se dara pelo processo de regeneragao ou restituicao,
ou ainda pela cicatrizac&o ou substituicdo (CASAUBON, 1993).

As células do organismo se dividem em trés grupos, dependendo de
sua capacidade replicativa (BRASILEIRO FILHO et al., 1996): 1) Labeis, séo
aguelas que, sob condi¢cdes normais, continuam a se multiplicar por toda a

vida, substituindo células que sdo perdidas continuamente por fenbmenos
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fisiol6gicos ou patoldgicos. Entre estas se incluem as células da epiderme,
as células da mucosa dos aparelhos digestivo, urinario e respiratorio, células
endometriais e da medula 6ssea hematopoiética (CATTO et al., 1992), 2)
Estaveis, normalmente, param de multiplicar-se quando cessa o0
crescimento, possuem um periodo longo de vida, assim, conservam
habilidade mitética durante a vida adulta. Porém, alguma regeneracdo de
tecido lesado pode ocorrer em resposta a diversos estimulos, portanto, sdo
capazes de reconstruir o tecido original. Neste grupo se incluem as células
parenquimatosas de, praticamente, todos os 6rgdos glandulares, tais como:
figado, pancreas, tiredide, epitélio tubular renal, assim como, as células do
cortex adrenal e células do tecido conjuntivo (fibroblastos, condrécitos,
ostedcitos) (ALISON, 1992), e 3) Células permanentes, que perdem a
capacidade mitética apds o nascimento e o exemplo deste grupo sdo os
neurénios e as células musculares cardiacas (COTRAN, 1990).

Muitos fatores enddgenos ou exdgenos, gerais ou locais, podem
retardar o processo de reparacdo. Entre estes os mais comuns sao infeccao
da ferida, persisténcia do agente agressor, desordens imunoldgicos,
distarbios metabdlicos, deficiéncia de fatores de coagulacéo, de oxigenacao,
estado nutricional do hospedeiro, doencas como diabetes mellitus e uso de
medicamentos, principalmente os antiinflamatoérios (SCOTT et al., 1995). Os
corticosterdides, por exemplo, sdo utilizados com sucesso para uma
variedade de doencas dermatolégicas em cées, tanto local quanto
parenteral. No entanto, estas drogas estdo comumente associadas com
efeitos adversos sistémicos tais como, alteragdo no metabolismo,
desequilibrio hidro-eletrolitico, imunodepressdo e supressdo do eixo
hipotadlamo-hipofise-adrenal (RANDALL et al., 1999).

Por outro lado, os glicocorticéides influenciam a qualidade das
respostas inflamatoéria e imunolégica retardando o processo de reparacao
(DRAZNER, 1987). Estas drogas interferem de duas formas no evento
inflamatorio: primeiro, suprimindo a producdo ou alterando a funcdo de
mediadores especificos da inflamacéo e, segundo, diminuindo a funcao de
células responsaveis por uma adequada resposta inflamatéria (GOLDSTEIN
et al., 1992).



Segundo PEDERSEN (1999), a funcdo dos leucdcitos estaria
diminuida por acdo dos glicocorticéides. BRATTSAND & LINDEN (1996)
consideraram que os glicocorticoides inibem a expressdo e acdo das
chamadas citocinas de fase inicial, imunomoduladoras e interferon, enquanto
CHEDID et al. (1996) sugeriram que hé inibicdo dos fatores de crescimento
na reparacao.

Por isso, o conhecimento dos mecanismos da reparacao das feridas e
dos fatores que possam alterar o processo reparativo € de grande
importancia na pratica médica, pois representa uma resposta basica e
espontanea do organismo quando é lesado e muitas vezes significa o éxito
ou fracasso de um procedimento cirdrgico.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de
antiinflamatorios esteroidais, hidrocortisona e prednisolona, associados ou
nao a neomicina e aplicados de forma tépica ou sistémica, sobre o processo

de reparacéo de feridas cutaneas produzidas experimentalmente em caes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cicatrizacao

O processo de cicatrizacdo é um fendmeno fisiol6gico que
compreende uma série complexa de reacdes bioquimicas, envolvendo véarios
tipos celulares, componentes da matriz extracelular, citocinas e outros
mediadores solaveis (TUAN & NICHTER, 1998). Inicia-se quando ¢é
quebrada a barreira celular (agressdo) e continua com 0 processo
inflamatério, seguido por reorganizagéo e reparacao da integridade do tecido
(AUER, 1992). O tempo de evolucéo da cicatrizagdo assim como a extensao
desta variam dependendo do grau de lesdo a membrana basal, da
quantidade e velocidade com que é destruido o tecido bem como do estado
de assepsia da lesdo e da condicdo fisiologica geral do individuo
(CASAUBON, 1993).

Segundo PROBST (1993), o processo de cicatrizacdo é caracterizado
pelas fases de: inflamacdo, reparacao, fibroblastica, epitelizacdo, contracéo
e remodelacao. Estas fases progridem de forma continua e podem sobrepor-
se consideravelmente (SCOTT et al.,, 1995). Entretanto, GREENHALGH
(1998) e CHANG et al. (2000), consideram que no processo de cicatrizacéo
ha trés fases que o caracterizam: fase inflamatéria, fase proliferativa e fase

de maturacao.



2.2. Fase Inflamatoéria

A inflamacdo é um passo critico para o processo de cicatrizacao,
sendo considerada como a primeira resposta de um tecido vivo apés uma
lesdo. Ela é inespecifica e pode ser induzida por qualquer tipo de trauma,
exceto agueles que sejam imediatamente mortais. Esta fase, tipicamente, é
de curta duracdo, dependendo de fatores locais e acontece antes que
apareca a resposta imune adaptativa (STASHAK, 1991). Estdo envolvidas
respostas vasculares tais como: vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular, igualmente respostas celulares, com predominio de neutréfilos e
macréfagos, destinadas a proteger o organismo contra excessiva perda de
sangue e invasdo de agentes estranhos (PROBST, 1993; JIMENEZ &
RAMPY, 1999). Depois da agressao tissular e ruptura de vasos sanguineos
e linfaticos, existe liberacdo de proteinas plasmaticas e células sanguineas
dentro do espaco intersticial e aquele criado pela injaria. Logo em seguida
ocorrem eventos que procuram reduzir a perda de sangue: ativacdo da
cascata de coagulacao, vasoconstricdo e agregacao plaquetaria para formar
um trombo mais permanente. Como conseqiéncia, o espaco criado pela
injuria é rapidamente preenchido por um coagulo de fibrina, que constitui um
selo, contendo quantidade variavel de restos tissulares e material estranho
(DAVIDSON, 1992).

A combinacéo da cadeia fibrilar produzida pelos enlaces cruzados de
fibrina, junto com os mudltiplos produtos liberados pelos granulos
plaguetarios, inicia a formacdo de uma matriz provisoria. Esta matriz
facilitara o movimento das células envolvidas no processo inflamatério até o
local da injuria, direcionadas por numerosas substancias quimiotaticas
resultantes da degradacao de proteinas autélogas ou de agentes estranhos.
A referida matriz é estabilizada pela formacdo de enlaces cruzados
covalentes, catalizados pelo fator Xlla. Alguns dos constituintes desta matriz
provisoria incluem as proteinas de adesdo, fibronectina, inicialmente
derivada do plasma e trombospondina, derivada dos granulos-a das
plaguetas. Estas moléculas de adesdo ligam-se com a fibrina criando o

substrato para a movimentagao celular (DAVIDSON, 1992).



As mudancas vasculares aparecem muito precocemente apés a
agressao e sao desenvolvidas com velocidades muito variaveis, dependendo
da gravidade da injdria. Inicialmente acontece uma vasoconstricao transitoria
das arteriolas, sendo este um fendmeno inconstante, que em lesdes leves
desaparece em trés ou quatro segundos e nas mais graves pode durar
alguns minutos. O passo seguinte € a vasodilatacdo, fundamental para
aumentar o fluxo vascular, afetando primeiro as arteriolas e depois a
abertura de novos leitos microvasculares. O incremento do volume
sanguineo pode aumentar a pressao hidrostatica local o suficiente para
produzir a transudac¢do de liquido pobre em proteinas. Esta resposta é
provocada pela histamina e pela maioria dos mediadores inflamatorios. Apés
estes eventos, existe estase na microcirculagdo, como consequéncia de um
aumento da permeabilidade da microvascularizacédo, restrita a peqguenas
vénulas (COTRAN, 1990).

O aumento rapido de mediadores quimicos ou fatores pro-
inflamatérios no local da injuria € devido a liberacdo de gréanulos pré-
formados. E sabido que ceratindcitos, glandulas sudoriparas e
particularmente macréfagos contém grandes quantidades de citocinas. Além
disto, o exsudato com componentes sanguineos pode contribuir para o
aumento de mediadores pro-inflamatoérios (GRELLNER et al., 2000).

Com a diminuicdo da velocidade e estancamento do fluxo, os
leucdcitos, principalmente os neutrdéfilos, saem da coluna axial e entram em
contato com o endotélio vascular, processo denominado marginacao
leucocitaria. Inicialmente se aderem de forma transitéria e logo em seguida
mais fortemente, pouco depois migram através da parede vascular até o
tecido intersticial (PROBST, 1993).

Inicialmente as células predominantes no local da injaria sdo os
leucécitos polimorfonucleares (PMN), aparecendo dentro das primeiras seis
horas apoés o ferimento e desaparecendo, aproximadamente, no terceiro dia.
Estes sdo atraidos até o local da injuria por substancias quimioatraentes,
como a fracdo C5a do complemento, fator plaquetario 4 (PF4), leucotrienos,
fator de crescimento transformador-b (TGFb), fator de crescimento
transformador-a (TGFa), interleucina-1 (IL1) e produtos bacterianos. O

movimento destas células até a matriz extracelular é ajudado por receptores
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localizados sobre o endotélio vascular chamados selectinas e receptores de
integrinas sobre os neutrofilos (CHANG et al., 2000).

A principal funcdo dos neutrdfilos € a fagocitose de agentes
invasores, assim como de material estranho no local da lesédo. Eles também
podem ser fonte de citocinas pré-inflamatérias tais como IL1a, IL1b e fator
de necrose tumoral-a (TNFa) (PADGETT et al., 1998). Embora os neutrofilos
sejam as primeiras células inflamatérias a aparecer no local da ferida, eles
nao sdo essenciais para a reparacdo da mesma, pois se forem deficientes
ou nao existir infeccdo, suas funcdes podem ser supridas pelos macréfagos
e 0 processo de cicatrizagdo ocorreria normalmente (DAVIDSON, 1992;
GREENHALGH, 1998; CHANG et al., 2000).

As proximas células inflamatorias que chegam ao local da injaria, nas
primeiras doze horas, sdo os mondcitos, que se tornam o tipo celular
predominante apos 24 a 48 horas pés-ferimento, alcancando o nimero pico
em aproximadamente trés dias e comecam a diminuir por volta do quinto dia
pos-traumatismo (PADGETT et al., 1998; CHANG et al., 2000). A
semelhanca dos PMN, os monécitos sdo atraidos até a ferida por
substancias quimioatraentes como TGFb e PF4, sendo ativados, até se
tornarem macroéfagos, por fatores liberados pelas plaquetas e substancias
fagociticas, como a fibronectina e coldgeno (CHANG et al.,, 2000). Os
macréfagos também podem ser ativados por linfocinas, complexos imunes e
produtos da clivagem do complemento, entre outros. Esta ativacao resulta
em muitas respostas especializadas, incluindo aumento da atividade
lisossomal, incremento da secrecdo de proteases, fatores de crescimento,
liberando componentes do complemento, producéo de interferon, secrecéo
de pirégeno enddgeno e sintese de prostaglandinas (PROBST, 1993).

Os macrofagos sdo importantes para o recrutamento e ativacdo de
fibroblastos e outras células inflamatorias. Produzem numerosos fatores
soluveis que estimulam a proliferacdo dos fibroblastos, enzimas como
colagenase e elastase, liberando fatores antimicrobianos como radicais de
oxigénio e oxido nitrico. Alem disso, os macrofagos desempenham um papel

importante no sistema imune, permitindo ligacao entre a imunidade natural e



a imunidade adaptativa (DAVIDSON, 1992; PROBST, 1993; CHANG et al.,
2000).

Os linfocitos também podem ser encontrados em reacles
inflamatérias cronicas. Sua importancia € mais relevante em processos
inflamatorios causados por bactérias que quando causados por trauma. A
presenca destas células em reacfes inflamatérias pode indicar resposta
imunolégica a agentes estranhos (PROBST, 1993). As células T sé&o
ativadas quando reconhecem antigenos apresentados pelos macréfagos,
subsequientemente resulta na proliferacdo de células T antigeno-especificas
(ABBAS, 1998). As citocinas, liberadas pelos linfocitos, podem ativar células
imunes na vizinhanga, incluindo outras células T, macréfagos e
polimorfonucleares (CHANG et al., 2000).

A presenca dos neutréfilos ndo € um fator indispensavel, além dos
casos de defesa a agressdo bacteriana e eliminacdo de material estranho
(GREENHALGH, 1998). Estas células parecem ndo desempenhar um papel
determinante no aparecimento dos macréfagos. No entanto, a presenca dos
macrofagos é fundamental para a fagocitose dos restos resultantes da
necrose e hemorragia (KUROSAKA et al., 2001), assim como a elaboragéo
de fatores que promovem a proliferacdo dos fibroblastos e células
endoteliais. Na medida em que os restos tissulares sao fagocitados, existe a
formacé&o de tecido de granulacéo e, evidentemente, o tempo requerido para
uma substituicdo total do tecido lesado é diretamente proporcional ao
tamanho da ferida, a quantidade de material inerte que deve ser fagocitado e
ao grau de contaminacédo (CASAUBON, 1993).

2.3. Fase Proliferativa

A fase proliferativa torna-se mais evidente trés a cinco dias apos a
les&o tissular. E caracterizada por proliferacéo de fibroblastos, neoformacgéo
vascular e epitelizacédo da ferida, dando origem a um tecido especializado,
chamado tecido de granulacdo, devido a seu aspecto réseo, granular e
frouxo (PROBST, 1993).



2.3.1. Proliferacéo de Fibroblastos

A formacédo do tecido de granulacdo € favorecida pela atividade dos
fibroblastos e macréfagos, como também pela neovascularizacédo (JIMENEZ
& RAMPY, 1999). Os fibroblastos formam o elemento celular mais
importante, pois sao responsaveis pela elaboracdo de muitos componentes
da matriz extracelular, incluindo colageno fibrilar (tipos I, 1ll, V, VI, VII) e ndo
fibrilar (tipos 1V, VII, XIll), fibronectina, elastina, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos. Os fibroblastos sdo também células efetoras, produzem
mediadores soluveis, incluindo fator de crescimento dos fibroblastos béasico
(bFGF), fator de crescimento de ceratinécitos, fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF) e IL-1. Desta forma coordenam a atividade de outras
células como macrofagos, células do endotélio capilar e 0os mesmos
fibroblastos (DAVIDSON, 1992). Existem evidéncias de que os fibroblastos,
como células efetoras, podem ser influenciados por outros fatores externos
que contribuem para manter o balangco entre a producéo e lise do tecido
(ECKES et al., 2000).

Evidéncias indicam que os fibroblastos, nas feridas, derivam de
células mesenquimais locais, particularmente as associadas com a
adventicia dos vasos sanguineos (PROBST, 1993). Eles aparecem,
normalmente, por volta do 3° ou 4° dia apés a lesdo, embora existam relatos
que indicam a presenca destas células a partir de 24 a 36 horas pos-
traumatismo, observando os primeiros sinais de atividade celular e
continuando ativos por até 30 dias pds-ferimento (CASAUBON, 1993). Assim
que estas células chegam ao local da ferida, entram num periodo de intensa
atividade mitética e pronunciada hipertrofia, aumentando a quantidade de

reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi (PROBST, 1993).

2.3.2. Angiogénese

A angiogénese é um processo biolégico complexo, caracterizado
pelo desenvolvimento de novos vasos sanguineos a partir daqueles pré-
existentes, sendo essencial na reparacdo de feridas. Nestas condicbes é

altamente regulada, pois, a persisténcia de angiogénese nédo regulada pode
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conduzir a doengas como crescimento primario de tumores e metastase, por
exemplo (FOLKMAN & BREM, 1992).

Todas as formas de angiogénese seguem um padrdo comum de
resposta pelas células endoteliais capilares. Os vasos capilares consistem
de células endoteliais e pericitos. Estes dois tipos celulares carregam toda a
informacdo genética para a formacdo de vasos, ramos colaterais e rede
capilar por completo. Moléculas estimuladoras especificas podem iniciar o
processo assim como as moléculas inibidoras especificas podem inibi-lo.
Diferentes polipeptideos angiogénicos tém sido identificados. Os mais
importantes s&o os fatores de crescimento dos fibroblastos (FGFs), fator de
crescimento celular endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF), fatores de
crescimento transformadores (TGF-a e b), fator de necrose tumoral (TNF),
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e angiogenina (MORETTI
et al., 1999; BERGER et al., 2000).

A neoformacédo vascular se inicia dois a trés dias apos a lesdo, com
corddes solidos de células endoteliais crescendo como brotos para formar
capilares nas bordas da ferida. Na extremidade destes brotos observam-se
células endoteliais em migracdo e, atras destas, células endoteliais em
mitose (ALISON, 1992).

Os novos capilares sdo gerados por uma série de eventos
morfolégicos e bioquimicos que ocorrem na mesma seqlUéncia,
indiferentemente do estimulo angiogénico. Estes eventos estdo
representados por: (a) vasodilatacdo do vaso existente; (b) degradacéo da
membrana basal; (c) migracdo de células endoteliais; (d) proliferacdo das
células endoteliais; (e) formacédo de lumen; (f) formacédo de nova membrana
basal; (g) incorporacdo de pericitos; (h) maturagcédo/evolucdo de canais
preferenciais com segmentos arteriais ou venosos (MORETTI et al., 1999;
FOLKMAN & BREM, 1992).

O crescimento dos novos vasos sanguineos também envolve a
degradacdo da membrana basal capilar onde os brotos se originaram. Esta
alteracdo é devida a geracdo de atividade proteolitica extracelular pelas
préprias células endoteliais. As células endoteliais podem produzir duas

metaloproteinases: a colagenase, que degrada o colageno intersticial e a
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estromelisina, que tem uma grande especificidade por substrato, incluindo
proteoglicanos, fibronectina, laminina e colageno tipo IV (ALISON, 1992).
Segundo STEINBRECH et al. (1999), a angiogénese e o aumento do
fluxo sanguineo séo eventos criticos para o sucesso da reparacao de feridas
cirdrgicas, relatam ainda que, a ruptura vascular devido a cirurgia deixa
algumas areas hipdxicas, onde a tensdo de oxigénio aproxima-se de zero
nos estagios iniciais do processo de reparacdo. Isto significa que a
angiogénese ¢é vital para o suprimento de oxigénio e de fatores de
crescimento necessarios para iniciar os processo de sintese na reparacéo
tecidual (RENDELL et al., 1997; BOND et al., 2000). Por outro lado ADAIR et
al. (1990), ja consideravam que o suprimento vascular inadequado, assim
como a reducdo da tensdo de oxigénio no local da ferida, conduziam a

angiogénese para satisfazer as demandas metabdlicas do tecido.

2.3.3. Epitelizacéo

A epitelizacao, proliferacdo e migracéo celular sdo os primeiros sinais
de reparacdo e normalmente ocorrem antes da formacao do novo tecido
conjuntivo na ferida. A resposta das células imediatamente adjacentes a
ferida é a mobilizagdo (PROBST, 1993). Este movimento é do tipo ameboide
e é facilitado pela alta concentracdo aquosa do tecido e pela lise das fibras
de colageno que se interpdem no trajeto. As células migram somente sobre
tecidos viaveis e sdo auxiliadas por diferentes substratos, como ativadores
da colagenase e plasminogénio, assim como pela presenca de fibronectina,
que promove a adesao de células ao colageno (ALISON, 1992).

A epitelizacdo pode ser muito rapida. A partir de 4 horas apds o
traumatismo, as células epiteliais comecam a migrar por baixo do coagulo, a
partir das bordas da ferida até o centro da mesma. A velocidade de migracao
varia conforme o grau de desidratacdo do coagulo, porém, a crosta impede a
epitelizacdo. A proliferacdo e migracdo destas células requerem grandes
guantidades de oxigénio, principalmente da atmosfera, e menor quantidade
daquele proveniente do tecido conjuntivo subjacente. Quando a crosta é

substituida por uma membrana permeavel ao oxigénio atmosférico e esta é
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mantida Umida, as taxas de mitose e migracdo aumentam (CASAUBON,
1993).

Acompanhando a regeneracdo epitelial, existe a substituicdo de
elementos da membrana basal. Estas macromoléculas incluem fibronectina,
colageno tipo IV, proteoglicano e laminina. Outros componentes importantes
na regeneracdo da epiderme incluem receptores da superficie celular para
componentes da matriz, integrinas, por exemplo, e componentes da juncéo
intracelular, desmossomos e hemidesmossomos. O carater de regeneracao
epidérmica depende da natureza da injaria. Em feridas superficiais, a porcéo
profunda dos apéndices epidérmicos permanece intacta e sua regeneracao
coincide com a maturacdo de mais epiderme. Os foliculos pilosos sédo a
maior fonte de reserva para células epidérmicas durante a reparacdo de
feridas. Cada foliculo serve como fonte para nova epiderme e a restauracao
epitelial pode ocorrer extremamente rapido em superficies de feridas incisas
(DAVIDSON, 1992).

2.4. Fase de maturacao

Esta fase comeca depois que a proliferacdo celular inicial decresce
em intensidade. Estd associada a reducdo gradual do nimero de pequenos
vasos sanguineos e a diminuicdo do numero e tamanho dos fibroblastos,
com o equilibrio de producéo e lise de colageno e do tecido de granulacéo.
As fibras colagenas funcionalmente orientadas comecam a predominar e as
nao funcionais sao absorvidas (AUER, 1992).

A contragdo envolve o movimento do tecido pré-existente nas bordas
da ferida e ndo do tecido novo ja formado. As evidéncias indicam que a
contracdo é um fendbmeno mediado por células. Estudos com microscopia
eletrdnica mostraram que alguns dos fibroblastos em feridas contraidas
apresentam aparéncia de células musculares lisas. Estes fibroblastos séo
chamados de miofibroblastos. Estas células possuem miofilamentos no
citoplasma, que sdo potencialmente contracteis, como também modificacdes
na membrana que permitem interconectar e transmitir contragdo para outras
células (PROBST, 1993).
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Quando a cicatriz amadurece, as fibras de coldgeno se tornam
alinhadas paralelamente a superficie da pele. Este alinhamento se deve a
forca de tenséo produzida pelas bordas da ferida (PROBST, 1993). Apesar
de ocorrer um aumento progressivo da resisténcia da cicatriz, ela permanece
de 15 a 20% mais fraca do que o tecido vizinho (AUER, 1992).

Segundo TATESHITA et al. (2001), a contracdo da ferida conduz a
reorganizacao e restauracdo da funcéo do tecido. Ainda, consideram que a
contracdo é um fendmeno importante na reparacdo cutdnea nas situacoes
em que o defeito ocorre em toda a espessura da pele, auxiliando a juncédo

das margens da ferida.

2.5. Variacao clinica do processo de cicatrizacao

E referida como unido primaria ou cicatrizacdo por primeira intencéo,
aguela que acontece em feridas incisas, limpas, sem contaminacéo
significativa e com minima perda tecidual, onde as bordas da ferida estéo
préximas, podendo, com um minimo de formacdo de tecido, unirem-se,
fechando a ferida (ALISON, 1992; CASAUBON, 1993).

A unido secundaria ou cicatrizacao por segunda intencdo € quando as
bordas da ferida ndo estdo justapostas, encontram-se dilaceradas, com
maior quantidade de restos celulares, resposta inflamatéria mais intensa e
lenta remocédo dos restos celulares. Neste caso, a cicatrizacdo da ferida
ocorre depois de um estagio de secrecdo aumentada e formacédo de tecido
de granulacdo mais exuberante; € o que acontece nos ferimentos
intencionalmente deixados abertos (COTRAN, 1990; CASAUBON, 1993;
ALISON, 1992).

2.6. Mecanismos envolvidos no processo de cicatrizagao
2.6.1. Fatores de crescimento
O crescimento celular resulta da acdo coordenada de numerosos

agentes estimuladores e inibidores da divisdo celular. Entre eles estéo

produtos das proprias células, das células vizinhas ou de células situadas a
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distancia, além do micro-ambiente extracelular (BRASILEIRO FILHO et al.,
1996).

Os eventos que ocorrem sequencialmente ordenados no processo de
cicatrizacdo sao mediados, em parte, por uma série de moléculas
polipeptidicas de baixo peso molecular, referidos como fatores de
crescimento. Estas moléculas sao produzidas por diferentes tipos celulares e
possuem um papel crucial para controlar o crescimento e diferenciacéo
normal das células, agindo em células especificas ou atuando sobre varios
tipos celulares (CATTO et al, 1992). Funcionalmente, algumas destas
substancias sdo fatores de competéncia, que ndo estimulam a sintese de
DNA, embora capacitam as células que estdao em fase Go ou G; da mitose
para responder a um segundo fator de crescimento. Outros sdo fatores de
crescimento de progressao que induzem a sintese de DNA e multiplicacéo
em células competentes (WASSERMANN et al., 1998).

Portanto, os fatores de crescimento desempenham um papel
importante na cicatrizacdo de feridas, ja que atuam como mediadoras dos
diferentes estagios do processo de cicatrizacdo, incluindo a sintese,

deposicao e maturacdo do colageno (BUCKMIRE et al., 1998).

2.6.1.1. Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)

O PDGF é encontrado mais abundantemente nos granulos a das
plaguetas, como também é sintetizado pelos macréfagos, células endoteliais
e musculares. (BRASILEIRO FILHO et al., 1996). O PDGF estimula a
proliferacdo de fibroblastos e células musculares lisas e atua como um
potente quimioatraente para neutréfilos, mondcitos, fibroblastos e células
musculares lisas, promovendo a formacéo de tecido de granulacdo durante a
reparacao de feridas (UCHI et al., 2000), Entretanto, parece que o PDGF
ndo estimula diretamente a sintese de colageno pelos fibroblastos e néo
aumenta a deposigéo de glicosaminocanos e fibronectina. Provavelmente o
PDGF exerce indiretamente estes efeitos de duas formas: incrementando a
celularidade da ferida e, induzindo os macréfagos e fibroblastos a
produzirem quantidades maiores de TGFb, o que estimula a mitogénese dos

fibroblastos e aumenta a sintese de coldgeno (CHANG et al., 2000).
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O PDGF é um homo ou heterodimero de duas subunidades, uma
cadeia A e uma B (PDGF-AA, PDGF-BB ou PDGF-AB). O PDGF liga-se a
receptores A e B. O receptor A pode ligar-se a ambas subunidades A e B do
PDGF, no entanto o receptor B é especifico para a subunidade B do PDGF.
Os ceratindcitos humanos produzem os trés tipos de PDGF e nenhum dos
receptores para 0s mesmos. Entretanto os fibroblastos e células da
musculatura lisa vascular da derme expressam receptores para PDGF

durante a cicatrizacao de feridas (UCHI et al., 2000).

2.6.1.2. Fatores de crescimento transformadores (TGF)

Trata-se de dois fatores distintos, denominados TGFa e TGFb. O
TGFa é produzido por diferentes células embrionarias ou da placenta, tem
grande semelhanca com o fator de crescimento epidérmico (EGF), liga-se ao
mesmo receptor deste fator de crescimento. Além disto, estimula a
proliferacdo de fibroblastos e células epiteliais (BRASILEIRO FILHO et al.,
1996).

O TGFb é um importante sinal para iniciar e manter a fase aguda da
inflamacdo no processo de cicatrizacdo de feridas. Funciona como
quimiotatico para mondcitos, macréfagos, linfocitos, neutréfilos e
fibroblastos. Estimula a liberacdo de citocinas e tem um papel importante na
regulacdo da matriz extracelular. Os receptores para TGFb sdo expressos
na maioria dos tipos celulares, podendo funcionar como estimulador ou
inibidor da proliferagcdo celular, dependendo da origem epitelial ou
mesenquimal da célula, assim como da presenca de outros fatores de
crescimento e seus receptores (KUHN et al., 2001).

Segundo YANG et al. (1999), o TGFb constitui um grupo de fatores de
crescimento que atuam como potentes reguladores do crescimento e
diferenciacdo celular. Estes fatores s&o expressos ao longo da
embriogénese e sdo detectados em altos niveis nas areas que
experimentam rapida morfogénese, sugerindo um papel importante no
desenvolvimento e reparacdao tecidual. Os TGFbs regulam varios eventos do

processo de cicatrizacdo, incluindo quimiotaxia de células inflamatérias,
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angiogénese, deposicdo de matriz extracelular e formacdo de tecido de
granulacao.

Existem trés formas isoméricas de TGFbs, (TGFb;, TGFb,, TGFbj3),
estruturalmente relacionadas, embora funcionalmente distintas. O TGFb; é a
isoforma mais abundante em tecidos, encontrado em altas concentracoes
nos granulos das plaquetas, e € produzido também por uma grande
variedade de células como macroéfagos, linfocitos e células endoteliais
(ASHCROFT, 1999).

O TGFb; é um potente mitogénico para os fibroblastos e pode
potencializar os efeitos de outros fatores como o PDGF. Estimula a
quimiotaxia dos fibroblastos e a producdo de colageno, fibronectina e
proteoglicanos, inibindo, simultaneamente, a degradacdo do colageno e
favorecendo a fibrogénese (CATTO et al., 1992).

Segundo CHANG et al. (2000), o TGFb estimula a producdo de
colageno por aumentar nos fibroblastos a expressdo de RNAmM para os
colagenos tipo | e lll. Diferentemente do PDGF, o TGFb aumenta o tecido de
granulacao por induzir seletivamente a maturacédo de pacotes de colageno.

Os ceratindcitos humanos produzem TGFb; e expressam receptores
tipo I, Il e 1l para os TGFbs. O TGFb; controla a proliferacédo e diferenciacao

dos ceratinécitos mantendo a homeostase epidérmica (UCHI et al., 2000).

2.6.1.3. Fator de crescimento epidérmico (EGF)

O EGF é mitogénico para células epiteliais e mesenquimais, atua
como fator de progressao, estimulando a divisao celular por ligar-se a um
receptor especifico, uma glicoproteina de membrana. A ligacdo do receptor
com o EGF ativa a porc¢éao intracitoplasmatica do receptor, que tem atividade
proteina-cinase e fosforila diversos substratos, incluindo o proprio receptor.
Apoés esta reacdo, o receptor e 0 EGF séo internalizados por endocitose e
finalmente degradados para iniciar a sintese de RNA (BRASILEIRO FILHO
et al., 1996; COTRAN, 1990).

O EGF, assim como o TGFa desempenham um papel importante no

processo de cicatrizacdo de feridas devido as suas capacidades em
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aumentar a migracdo de ceratinécitos. Apesar de EGF e TGFa serem
peptideos altamente homdlogos e se ligarem ao mesmo receptor com a
mesma afinidade, o TGFa € mais efetivo que o EGF em aumentar a
motilidade “in vitro” dos ceratindcitos (UCHI et al., 2000).

Segundo SUTER et al. (1997), o EGF estimula a hiperplasia e
hipertrofia na epiderme. Os ceratindcitos caninos estdo constantemente
crescendo em presenca de EGF. Especificamente, os efeitos do EGF
parecem ser bifasicos, onde altas concentracdes deprimem a proliferacédo e

conduzem a diferenciacéo aberrante.

2.6.1.4. Interleucina 1 e fator de necrose tumoral (IL-1 e TNF)

Sao duas citocinas que atuam, sinergicamente, como importantes
mediadores da inflamacdo. Compartilham propriedades biolégicas,
particularmente induzindo o mesmo espectro de efeitos na fase aguda da
inflamacédo. Os efeitos da IL-1 e TNF sobre o endotélio sdo: (a) Inducao e
sintese de moléculas de adeséo; (b) inducéo da sintese e secrecéo de PGly;
(c) estimulacdo da sintese do fator ativador de plaquetas (PAF) e (d)
aumento das propriedades pré-coagulante e anticoagulante das células
endoteliais (COTRAN, 1990).

A IL-1 é uma citocina pluripotente e multifuncional que é fundamental
para iniciar e desenvolver as respostas inflamatéria e imune. Os
ceratindcitos produzem IL-1a, IL-1b e seu receptor antagonista de IL-1 (IL-
1Ra). Ambas, IL-1a e IL-1b, possuem propriedades bioldgicas similares, mas
nao sao secretadas simultaneamente. A IL-1 induz a producédo de outras
citocinas como a IL-6, IL-8, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e fator

estimulador de colénia macrofago-granulécito (GM-CSF) (UCHI et al., 2000).
2.6.1.5. Fatores de crescimento dos fibroblastos (FGFs)
Formam parte de uma grande familia de fatores de crescimento.

Inicialmente foram isolados a partir do cérebro e hipéfise bovino. Entretanto,

sabe-se que nao estao restritos ao tecido nervoso, que sao sintetizados por
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diferentes tipos de células e que estimulam a proliferacéo de diferentes tipos
celulares. Duas formas foram inicialmente identificadas, fator de crescimento
dos fibroblastos acido (aFGF) e fator de crescimento dos fibroblastos basico
(bFGF) (CATTO et al., 1992).

O fator de crescimento dos ceratinécitos (KGF) € um membro da
familia dos fatores de crescimento dos fibroblastos e € produzido pelos
fibroblastos dérmicos. Um receptor de alta afinidade para este fator é
encontrado nos ceratindcitos, sugerindo que o KFG constitui um mecanismo
de regulacdo mesenquimal do epitélio (SUTER et al., 1997).

Os FGFs (aFGF, bFGF e KGF) possuem atividade mitogénica para os
ceratindcitos. Estas células sintetizam o bFGF assim como o receptor para o
mesmo, sendo considerado um fator autécrino importante no controle do
crescimento e diferenciacdo deste tipo celular. As outras duas moléculas,
aFGF e KGF, séo produzidas pelas células do estroma. O bFGF acelera o
processo de cicatrizacdo da pele e o KGF media o crescimento dos foliculos
pilosos (UCHI et al., 2000).

Estudos demonstraram que membros da familia dos fatores de
crescimento dos fibroblastos sé&o expressos na pele normal e, ainda, podem
ser estimulados em injurias. Assim, os fatores de crescimento pertencentes
a esta familia podem ser utilizados como terapia promissora para o
tratamento de feridas, queimaduras e outros distlrbios da pele ndo sé em
individuos saudaveis, como também em condi¢des patologicas (JIMENEZ &
RAMPY, 1999).

2.6.2. Matriz Extracelular

A matriz extracelular € um complexo de macromoléculas que, além de
dar suporte estrutural para os tecidos, também modula varias funcbes
celulares tais como: proliferagcéo, diferenciagdo, movimento celular e adeséo.
Todos estes fenbmenos sao possiveis através da interacdo célula-matriz,
que depende da expressdo de receptores de membrana (CATTO et al.,
1992). Estes receptores sdo glicoproteinas, pertencentes a familia das
integrinas, cujos dominios intracelulares interagem com elementos do

citoesqueleto, sinalizando a resposta celular (COTRAN, 1990).
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O colageno é a proteina mais abundante da matriz, oferecendo a
estrutura extracelular para todos os organismos multicelulares. E constituido
por uma familia de moléculas geneticamente diferentes e é o principal
componente do tecido fibroso, membranas basais, cartilagem e outros
tecidos especializados como a cérnea e as valvas cardiacas (COTRAN,
1990). A principal caracteristica de uma molécula de colageno tipica é a
estrutura longa e rigida de sua fita-tripla helicoidal na qual trés cadeias
polipeptidicas de coldgeno, chamadas cadeias a, sdo enroladas umas nas
outras. As cadeias polipeptidicas individuais do colageno, cadeias pr6-a, séo
sintetizadas em ribossomos ligados a membrana do reticulo endoplasmico
rugoso (RER) e injetados para a luz do reticulo endoplasmatico como
grandes precursores (ALBERTS et al., 1997).

A fibronectina é uma proteina extracelular de adeséao, produzida pelos
fibroblastos, mondcitos e células endoteliais. Existe na forma dimérica
solavel (plasma) e oligomérica (superficie celular). Possui sitios de ligacdo
com receptores celulares (integrinas) e forma complexos moleculares com o
colageno, fibrina, heparina, proteoglicanos e membranas celulares. Desta
forma a fibronectina intervem na adesdo célula-célula, na atividade
guimiotatica e organizacdo do estroma tecidual (COTRAN, 1990; CATTO et
al., 1992; BRASILEIRO FILHO et al., 1996).

O acumulo de nova matriz no local da ferida pode ser aumentado por
varias vias: (a) aumentando o nimero de células produtoras de matriz; (b)
aumentando a producdo de matriz por célula; (c) diminuindo a degradacéo
da matriz. Substancias mitogénicas produzidas pelas plaquetas e
macréfagos (PDGF, TGF-a, bFGF) atuam principalmente através da primeira
via (DAVIDSON, 1992).

A regulacdo da deposicdo de matriz extracelular € um evento
fundamental em muitas condicdes fisiologicas e patoldgicas. Este processo é
requerido para uma cicatrizacdo normal, onde moléculas da matriz
extracelular necessitam ser rapidamente sintetizadas durante a formacao de
tecido de granulacdo prematuro e também durante a substituicdo final por

tecido conjuntivo maduro. Excessiva deposicdo de tecido conjuntivo, porém,
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leva a formacdo patologica de fibrose, quelbide e cicatriz hipertréfica
(ECKES, 2000).

2.7. Fatores que alteram a cicatrizacao

O retardo no processo de cicatrizacdo de feridas pode ser causado
por diferentes fatores exdgenos ou enddgenos, gerais ou locais. As causas
mais comuns incluem a obesidade e a idade avancada, fatores endocrinos
(esteroidais e relacionados a estes), denervacdo, presenca de corpos
estranhos, infeccdo, tecido desvitalizado, espaco morto, deficiéncia de
insulina (KIETZMANN, 1999; SCOTT et al., 1995), hipoproteinemia, anemia,
hipovolemia, anoxia tecidual, uremia, m& nutricdo, taxa metabdlica
aumentada, movimento da ferida, neoplasia, radiacdo e agentes citotéxicos,
edema, temperaturas baixas e deficiéncias de vitaminas, principalmente A,
K, E, C e do complexo B (PROBST, 1993; ELLINSON, 1996).

2.7.1. Corticosterdides

O cortex adrenal sintetiza e libera trés classes de horménios, os
mineralocorticoides (zona glomerular), glicocorticoides (zona fascicular) e os
androgenos (zona reticular). Todos eles sdo quimicamente esterdides,
sintetizados, endogenamente, a partir do colesterol sendo denominados
corticoides ou corticosteréides. No sangue sao transportados de forma livre
ou ligados a uma proteina transportadora especifica, transcortina, que € uma
alfa-glicoproteina acida cuja sintese é realizada no figado. A fracéo livre é a
biologicamente ativa, pode passar ao liquido intersticial, atravessar a
membrana celular e no caso dos glicocorticéides, esta fracdo é responsavel
pelo “feed-back” negativo para secrecado de ACTH (CARGANO, 1995).

O cortisol é rapidamente removido da circulacdo e metabolizado, com
uma meia-vida aproximada de 90 minutos. Menos do 2% é eliminado pela
urina sem alteracao. A ligacéo dos glicocorticéides a transcortina e albumina
pode modificar a poténcia, meia-vida e duracdo da atividade destes
horménios. As doencas hepéticas e renais também podem influenciar a
eficacia dos glicocorticéides (GOLSTEIN et al., 1992).
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Os corticosteréides séo utilizados de forma sistémica ou tépica para
uma variedade de doencas cutaneas em caninos (dermatite alérgica a
pulgas, atopia, hipersensibilidade alimentar, dermatite piotraumatica,
doencas auto-imunes e dermatite acral por lambedura). O uso destas drogas
tem sido considerado um grande sucesso, embora, a utilizacdo de alguns
glicocorticéides potentes, tais como acetato de prednisolona, dexametasona
e triancinolona em preparacdes oftalmicas, Oticas e topicas, estdo
comumente associadas com efeitos adversos sistémicos como alteracdes no
metabolismo, desequilibrio hidro-eletrolitico, imunodepressdo e supressao
do eixo hipotalamo - hipofise- adrenal (RANDALL et al., 1999).

Segundo PEDERSEN (1999) os glicocorticoides possuem uma
variedade de efeitos sobre os leucocitos. Causam uma pronunciada
linfopenia, limitando o nimero destas células para participar em respostas
imunoldgicas mediadas por células. Podem também reduzir a blastogénese
de linfécitos induzida pelo antigeno especifico. Estas drogas produzem
monocitose, no entanto, a resposta destas células a alguns mediadores
inflamatorios esta diminuida. Este efeito € manifestado sistemicamente pela
diminuicdo da remocao de material opsonizado e nao opsonizado pelo
sistema monocitico-fagocitario e, localmente, pela diminuicdo do afluxo de
mondcitos para o local da inflamacado. Outros efeitos destas drogas séo a
inibicAo da producao de interferon, IL-1 e IL-2, alteracdo da funcdo dos
neutréfilos, aumentando os niveis circulantes destas células, por estimular a
sua liberacdo da medula e, paradoxalmente, inibindo a migracdo dos
mesmos até o sitio inflamatério. Os glicocorticoides prejudicam “in vivo” a
quimiotaxia, adesao e secrecdo de enzimas lisossomais pelos neutrofilos.

Classicamente, os glicocorticoides exercem seus efeitos por ligar-se a
um Unico receptor especifico para glicocorticoides, localizado
predominantemente no citoplasma das células alvo (ANDERSON &
GOODKIN, 1998). Estes receptores estdo presentes na maioria dos tipos
celulares e sua densidade varia de 2000 a 30.000 sitios de ligacdo por célula
(ADCOCK, 2000). Uma vez ligado, este complexo esteroide-receptor é
transportado para dentro do nucleo, onde se liga a elementos que
respondem a glicocorticéides (GREs) na cromatina (BATOR et al., 1998).

Esta ligacdo permite a associacdo de DNA polimerase para promover e
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facilitar a transcricdo de DNA para formar RNAm especifico (GOLSTEIN et
al., 1992).

Segundo OLIVRY & SOUSA (2001), muitos efeitos dos
glicocorticéides sdo devido a diminuicdo da transcricdo de multiplos genes
gue interferem na codificacdo de citocinas, receptores para as mesmas,
proteinas quimiotaticas, enzimas proé-inflamatérias e moléculas de adeséao.
KARIM et al. (1997) consideravam que os glicocorticéides modulam genes
via mecanismos de transcricdo e pds-transcricdo, incluindo genes que
afetam a producéo de pré-colageno |, lll e IV.

McPHEE et al. (1998) consideraram que os efeitos adversos dos
corticosteréides também incluem: estabilidade das membranas dos
lisossomos dos leucécitos, reducdo na producdo de mucopolissacarideos,
diminuicdo na sintese de colageno e diminuicdo na angiogénese, retardando
desta forma o processo de cicatrizacdo de feridas. Ainda BEINER et al.
(1999) relataram que os corticosteréides podem causar prejuizo irreversivel,
dentre os quais a desorganizacdo na estrutura do novo tecido formado
durante o processo de reparacao.

Dentro do contexto clinico, os glicocorticéides estdo contra-indicados
para terapias prolongadas devido a seu potencial imunodepressivo.
Reduzidos niveis sorolégicos de C3 tém sido relatados em humanos e caes
induzidos por drogas como os glicocorticéides. Esta fracdo (C3) do
complemento possui um papel importante na geracdo de efeitos
biologicamente significativos do sistema de complemento. Uma vez ativado,
pode conduzir a reacbes anafilaticas, atuar como opsonina, estimular a
liberacdo de enzimas dos lisossomos dos macréfagos, estimular a producéo
de linfocinas pelas células B, liberar linfocitos da medula éssea e participar
na resposta imune humoral. Entretanto, observou-se que o0 uso de
prednisona em curto prazo (1,1 mg/kg/dia por 14 dias e 2,2 mg/kg/dia por 7
dias) e dexametasona (0,25 mg/kg/dia por 7 dias) ndo modificaram
significativamente os niveis sorolégicos de C3 em cades (LUCENA et al.,
1999).

Existem relatos de que KGF pode funcionar como modulador da
proliferacdo e diferenciacdo celular durante o processo de cicatrizagdo. A

expressao deste fator € grandemente elevada apos injurias (24-72 horas) em
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humanos e ratos. Em humanos a producdo de KGF permanece elevada
durante 11 dias apds a injaria, sugerindo a sua participacdo na fase
inflamatéria como também na fase proliferativa da cicatrizacao.
Adicionalmente, estudos “in vitro” demonstraram que citocinas com
propriedades pro-inflamatérias (IL-la, PDGF-BB, TGF-a) estimularam
fortemente a producdo de KGF pelos fibroblastos. Os glicocorticéides, neste
caso a dexametasona, inibiram os niveis basais de KGF, assim como a
expressdo das citocinas que induzem a producdo de KGF. O mecanismo
pelo qual diminui a produgdo de KGF inclui uma reducdo da taxa
transcripcional e desestabilizacdo do RNAm para o KGF (CHEDID et al.,
1996).

Segundo BRATTSAND & LINDEN (1996), os glicocorticéides inibem a
expressao e acdo de muitas citocinas. Em estudos com células sanguineas
mononucleares humanas ativadas em cultura, os glicocorticoides diminuiram
fortemente a producdo de citocinas de fase inicial IL-1 e TNF a e b e as
citocinas imunomoduladoras IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12 e IFN-g, como
também IL-6, IL-8 e o fator estimulador de colénia mondcito-granuldcito (GM-
CSF).

Os corticosteroéides possuem efeitos antiinflamatorios,
imunodepressivos (VENA & CASSANO, 1999; OLIVRY & SOUSA, 2001),
antiproliferativos e vasoconstritores (GUNES & FETIL, 2000). Os
mecanismos para tais efeitos ainda ndo sado completamente entendidos.
Quando administrados sistemicamente, os corticosterdides causam uma
redistribuicdo de linfécitos da circulacdo periférica para a medula 6ssea,
resultando em linfocitopenia. Eles podem aumentar a atividade dos linfécitos
T supressores, assim como, inibir a proliferacdo dos linfécitos T e
apresentacdo de antigenos. Estas drogas também podem reduzir a
permeabilidade vascular e diminuir a secrecao de citocinas pro-inflamatérias.
Feridas de pele em camundongos, tratadas com dexametasona, mostraram
uma reducao significativa da expressdo de RNAm para IL-1a, IL-1b e TNFa
(CHANG et al., 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Modelo Experimental

Para a realizagdo deste experimento foram utilizados vinte e cinco
caes, machos e fémeas, adultos, sem raga definida, clinicamente sadios,
selecionados por exames fisico e laboratorial, provenientes do canil do
Departamento de Veterinaria da UFV. Estes cédes foram mantidos em baias
individuais e isoladas, sendo higienizadas diariamente. Os animais foram
alimentados com racdo comercial balanceada para caes adultos e a agua de
bebida era fornecida a vontade.

Estes animais foram aleatoriamente separados em cinco grupos:
Grupo N° 1: animais controle, sem tratamento
Grupo N° 2: animais tratados com corticosterdide topico: creme a base de
hidrocortisona® 1 %, aplicada duas vezes por dia, pela manha e & tarde.
Grupo N° 3: animais tratados com corticosteréide e antibiético tépico: creme
a base de hidrocortisona 1 % e neomicina® 5%, aplicado duas vezes por dia,
pela manha e a tarde.

Grupo N° 4: animais tratados com corticosteréide sistémico: Prednisolona®
1,1 mg/Kg de peso, como dose Unica diaria, via oral, administrada pela

manha. No dia da cirurgia foi administrada momento antes da mesma.

1. Hidrocortisona creme 1 % - Medicamentus (farmacia de manipulacao)
2. Hidrocortisona 1% + Neomicina 5% creme — Medicamentus (farmacia de manipulacao)
3. Prednisolona — Medicamentus (farmécia de manipulacdo)
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Grupo N° 5: animais tratados com antibiético tdpico: neomicina® creme 5%,
duas vezes ao dia, pela manha e a tarde.

Todas as feridas, independentemente do grupo, eram limpas com
soro fisiolégico®, duas vezes por dia, pela manha e & tarde, e em seguida
aplicados os medicamentos correspondentes. Os tratamentos foram feitos
durante 8 dias, e neste periodo os animais ndo receberam nenhum outro tipo

de medicamento.

3.2. Procedimentos Anestésico e Cirurgico

Apés jejum alimentar e hidrico de doze horas, os animais foram
sedados com cloridrato de acepromazina® na dose de 0,1 mg por Kg de
peso. Posteriormente, foram anestesiados com tiopental sédico’ na dose de
12,5 mg por Kg de peso e em seguida intubados com sonda endotraqueal.

Inicialmente, a regido dorsolateral esquerda de todos os animais, foi
devidamente preparada para cirurgia, por meio de tricotomia,
desengorduramento com éter® e antissepsia com povidine tépico®

Com uma lamina de bisturi foram feitas cinco incisées na pele,
perpendiculares ao eixo maior do animal, medindo aproximadamente 5
centimetros de extenséo, separadas 5 cm umas das outras. Estas incisées
foram numeradas de um a cinco de acordo com sua localizacao referencial
no eixo cranio-caudal do animal.

Apos realizacdo de hemostasia por compresséo, as incisées foram
suturadas com fio de nailon cirGrgico™® n° 2-0, por meio de pontos simples
separados.

Imediatamente apds o procedimento cirdrgico todos o0s animais
receberam um colar elizabetano com a finalidade de impedir a interferéncia
dos mesmos sobre a ferida. Os animais permaneceram com o colar durante

todo o experimento.

Neomicina 5% creme — Medicamentus (farmacia de manipulacéo)
Solucao fisiologica™ 0,9% -Equiplex.

Acepram” 1% - Univet.

Thionembutal sédico™ — Abbott do Brasil Ltda

Eter Etilico” - Isofar

Macrodine™ Tépico — Innovatec

0. Nailon cirargico - Brasmedica

BO®ONO OGO A
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Todos os animais foram submetidos a avaliagcéo clinica durante todo o
experimento, observando-se a presenca de reacdo inflamatéria local e

evolucéo do processo de reparacao das feridas.
3.3. Coleta de material para estudo histologico

Apés anestesia local e com auxilio de uma lamina de bisturi, foram
colhidos dois fragmentos de pele, de cada ferida, em todos os animais, na
seguinte sequéncia: 24 horas pdés-operatério, incisdo namero um; 48 horas,
incisdo numero dois; quarto dia, incisdo numero trés; sexto dia, incisdo
ndmero quatro e no oitavo dia, incisdo numero cinco. Estes fragmentos de
tecido foram fixados em solu¢cdo de Bouin por 24 horas. Completada a
fixacdo, os fragmentos de pele foram lavados em &gua corrente,
procedendo-se, em seguida, a desidratacdo em alcool 70, 80, e 90% e dois
banhos em &lcool 100%, por uma hora, em cada solu¢éo alcodlica. Apés a
desidratacédo os fragmentos foram diafanizados em dois banhos de xilol, por
uma hora cada ou até completa diafanizacéo do tecido.

Posteriormente os fragmentos foram embebidos em Paraplast™ e
mantidos em estufa'? a 58°C durante duas horas, para logo serem incluidos
em blocos do mesmo. Os blocos foram seccionados em micrétomo®® de
rotacdo manual com espessura de 5 micrémetros e montados em lamina de
vidro e posteriormente corados segundo a técnica de hematoxilina-eosina
(GRIMALDI FILHO, 1981) e Tricrémico de Gomori (BANCROFT et al., 1996).

A anélise histoldgica foi realizada com auxilio de microscépio™* de luz,
com objetivas de 4X, 10X, 20X e 40X e documentadas fotograficamente.

Para a avaliacao histologica, o processo de reparacdao foi dividido em
fase inflamatéria: coagulo/edema e infiltrado celular (polimorfonucleares
neutréfilos e macréfagos) e fase proliferativa: epitelizacdo, angiogénese e
proliferacao fibroblastica.

11. Paraplast®1 Kg — SIGMA

12. Estufa Orion — FANEM LTDA. Séo Paulo

13. Micrétomo Spencer — American Optical Company
14. Microscopio Dialux 20 EB.- Leitz
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Com auxilio de uma ocular micrométrica™ foi medida a espessura do
coagulo/edema, sendo estabelecidos os seguintes graus: (1) ausente; (2)
grau leve (1 - 300 micras); (3) grau moderado (301 — 600 micras) e (4) grau

intenso (> 600 micras).

3.4. Analise estatistica

Para determinar a influéncia dos diferentes tratamentos sobre a fase
inflamatéria do processo de reparacdo, as medidas da espessura do
coagulo/edema foram submetidas ao teste de ANOVA:um critério. Para a

comparacao das médias foi utilizado o teste t-student.

15. ocular micrométrica. OLYMPUS OSMR
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4. RESULTADOS

4.1. 1° dia pOs-cirargico

Clinicamente, em todos os animais dos diferentes grupos observou-se
reacao inflamatéria ao redor das feridas. Embora, este processo tenha sido
mais intenso em alguns animais do que em outros, inclusive entre animais
do mesmo grupo, as observagdes clinicas das feridas foram semelhantes
entre todos os grupos, estando caracterizadas por bordas avermelhadas e
aumentadas de volume (Figura 1). Nos animais dos grupos 1, 2, 3 e 5, as
feridas se apresentaram aparentemente secas e cobertas por uma crosta.
Porém, nos animais do grupo 4 tratados com prednisolona por via sistémica,
as feridas estavam Umidas e com presenca de exsudato seroso.

A andlise histologica das amostras das feridas dos animais dos
diferentes grupos, também mostrava reacdo inflamatoria de intensidade
variavel. Observou-se a presenca de coagulo unindo as bordas das feridas
constituido, principalmente, de fibrina e em quantidades escassas (Figura
3A). Entretanto, na hipoderme, imediatamente abaixo da linha de incisdo, o
depdsito de fibrina era maior, chegando a ser intenso em alguns animais.

Igualmente, o exsudato celular era mais evidente na hipoderme,
sendo constituido, predominantemente, por células inflamatérias do tipo
polimorfonucleares neutréfilos (PMNN). Este infiltrado inflamatorio também
era observado nas papilas dérmicas proximas as bordas das feridas e ao

redor daqueles anexos cutaneos que foram lesados durante o ato cirurgico.
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Figura 1. Feridas de um animal do grupo 3. Bordas avermelhadas e

aumentadas de volume

Na avaliacdo histologica da espessura do coagulo/edema formado
durante a reacédo inflamatoria observou-se que apenas um animal do grupo 1
apresentou edema intenso. Entretanto, nos grupos 2 e 4 observaram-se em
trés animais, de cada grupo, edema inflamatério intenso, sendo que nos
outros dois havia edema moderado. Em dois animais do grupo 3 observou-
se edema intenso, enquanto nos outros trés o edema era moderado. J&, nos
animais do grupo 5 apenas dois animais mostraram edema leve e os outros
mostraram edema moderado.

Entretanto, ao se analisar a Figura 2 pode-se constatar que as médias
geomeétricas dos valores do coagulo/edema dos animais dos grupos 1 e 5
séo semelhantes, o mesmo sendo observado entre as médias dos grupos 2,
3ed.

A analise estatistica mostrou que ndo houve diferenca significativa na
intensidade do coagulo/edema da fase inflamatéria nos animais dos
diferentes tratamentos.
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Tabela 1. Significancia das medias comparadas da espessura do

coagulo/edema dos animais dos diferentes tratamentos

Médias Segundo dia Quarto dia Sexto dia
le2 NS 0,0081* NS

le3 NS 0,0030* NS

led 0,0457** 0,0008* 0,0105**
le5 0,0062* NS NS

2e3 NS NS NS

2e4 0,0411** NS NS

2e5 0,0055* 0,0797*** NS

3e4 0,0064* NS 0,0081*
3e5 0,0008* 0,0329** NS

4e5 NS 0,0095* 0,0499**
*  Significativo 1%
**  Significativo 5%
*** Significativo 10%

NS N&o significativo
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Figura 2. Tendéncia do coégulo/edema com

tratamentos nas diferentes coletas.
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4.2. 2° dia pOs-cirargico

Clinicamente as feridas ainda permaneciam com sinais de reacao
inflamatdria, principalmente nas bordas, mas estavam limpas e secas. As
bordas das feridas encontravam-se avermelhadas e edemaciadas, o que era
evidenciado pelo aumento de volume e afastamento das mesmas. Estes
sinais eram mais evidentes nos animais do grupo 2, diferentemente do que
foi observado nos animais do grupo 4 onde o processo inflamatério era
menos evidente. As feridas dos animais do grupo 3 tinham um aspecto mais
seco quando comparadas com as dos outros grupos.

Histologicamente, nos animais do grupo 1 observou-se em trés deles,
a organizacao do coagulo de fibrina localizado na hipoderme logo abaixo da
linha de incisdo, bem como naquele que unia as bordas da ferida. Esta
organizacao era caracterizada pela formacéo de uma rede de fibrina onde ja
podia ser observada a formacéao de capilares (angiogénese), bem como a
presenca de células fusiformes indiferenciadas (Figura 3B). O infiltrado
celular (Figura 3B) continuava sendo predominantemente do tipo PMNN,
embora, j4 se observassem células do tipo mononuclear (macrofagos). Além
disto, observou-se o inicio da epitelizacdo, em dois animais deste grupo,
notando-se que as células da camada basal da epiderme, mais préximas
das bordas da ferida, apresentavam-se de forma alongada, parecendo estar
migrando para o interior da ferida. As bordas das feridas estavam unidas por
um delgado feixe de fibrina. Observou-se, ainda, a eliminacdo daqueles
anexos lesados durante o ato cirurgico.

Caracteristicas similares foram encontradas nas amostras dos
animais dos diferentes grupos. No entanto, nos animais do grupo 2, apenas
trés deles apresentaram organizacdo do coagulo e inicio da epitelizacao
(Figura 3C). No grupo 3, todos os animais apresentaram organizagao do
coagulo e inicio da epitelizacdo e a angiogénese também era observada nas
papilas dérmicas proximas as bordas da ferida. Em todos os animais dos
grupos 4 e 5 observou-se inicio da epitelizagdo. Entretanto, no grupo 4
apenas trés animais mostraram organizacao do coagulo e no grupo 5, isto foi

constatado apenas em dois animais.
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Figura 3. A. Animal do grupo 1. Primeiro dia pés-cirargico. Coagulo de
fibrina unindo as bordas da ferida (setas). Tricrobmico de Gomori,
100X. B. Animal do grupo 1. Segundo dia pOs-cirdrgico.
Fibroblastos ( ™) e infiltrado inflamatério (seta). HE, 400X. C.
Animal do grupo 2. Segundo dia pés-cirdrgico. Migracao de
ceratinocitos (setas). Tricromico de Gomori, 400X.
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Quanto a avaliacdo histologica da espessura do coagulo/edema
observou-se edema leve em dois animais do grupo 1 e edema moderado
nos outros trés. Ja, no grupo 2 foram trés animais com edema moderado,
um com edema intenso e um com edema leve. Por outro lado, foi observado
gue no grupo 3 haviam trés animais com edema leve e apenas dois com
edema moderado. No grupo 4 observou-se que quatro animais
apresentaram edema moderado e sé um mostrou edema intenso. No grupo
5 quatro animais mostraram edema intenso e apenas um com edema
moderado.

Ao analisar a Figura 2 pode-se observar que na segunda coleta pés-
cirargico houve uma ligeira queda nas médias geométricas dos valores do
coagulo/edema dos grupos 2 e 3; ao contrario do que foi observado no grupo
5 que mostrou um ligeiro aumento.

Estatisticamente observou-se diferenga significativa (P< 0,01) no
tamanho do coagulo/edema entre as médias dos grupos 1, 2 e 3 quando
comparados com o grupo 5. Igualmente houve diferenca significativa (P<
0,01) quando se compararam as médias dos animais dos grupos 3 e 4. Ja, a
comparacdo das médias dos animais dos grupos 1 e 2 com as médias dos
animais do grupo 4 mostraram diferenca a 5% de significancia.

4.3. 4° dia pOs-cirargico

Clinicamente, nos animais dos grupos 1 e 3 observaram-se feridas
bem fechadas, com poucas evidéncias de reacao inflamatéria. Nos animais
do grupo 2 observaram-se feridas com bordas avermelhadas, ainda com
sinais de inflamacdo mas com afastamento minimo das bordas. No grupo 4,
as feridas apresentavam-se Umidas e avermelhadas. As feridas dos cées do
grupo 5 apresentavam-se avermelhadas e aumentadas de volume.
Entretanto, em todos os animais dos diferentes grupos observou-se a
fragilidade das feridas, manifestada pela separacédo das bordas no momento
da biopsia.

Histologicamente, nas amostras das feridas dos animais do grupo 1
notou-se que a linha de incisdo nédo era mais evidente, observando-se no

seu lugar fibras colagenas (Tricrdbmico de Gomori) dispostas
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perpendicularmente a superficie epitelial, parecendo que as mesmas
continuavam-se com fibras colagenas provenientes da hipoderme (Figura
4A). A epitelizacdo era completa em trés animais, onde a epiderme
mostrava, ora um epitélio delgado, cujas camadas ndo estavam
completamente diferenciadas, ora uma fina camada de células ceratinizadas.
Esta ultima era observada, principalmente, naquelas amostras onde ainda
era possivel observar uma crosta espessa sobre a ferida. Em todas as
amostras observou-se que na hipoderme o coagulo tinha sido substituido por
uma matriz frouxa contendo células fusiformes com ndcleo volumoso e
abundante citoplasma. O infiltrado inflamatério (Figura 4A) continuava sendo
predominantemente do tipo PMNN. Além disto, constatou-se a formacédo de
numerosos capilares com paredes finas e diminuicdo do edema e do
infiltrado inflamatério em todos os animais. Proliferacao fibroblastica também
foi observada entre as fibras musculares e ao redor de anexos cutaneos.

Os fragmentos das feridas dos animais dos grupos tratados
apresentaram caracteristicas semelhantes as observadas nos animais do
grupo controle. Entretanto, no grupo 2, a epitelizacdo das feridas era
completa somente em dois animais, enquanto que no grupo 3 a epitelizacao
era completa em quatro animais. No grupo 4 observou-se que a epitelizacéo
era completa s6 em dois animais. Além disto, havia proliferacao fibroblastica
com formacéo de tecido conjuntivo desorganizado. Nos trés animais que néo
mostraram epitelizacdo completa se observaram inUmeras células
inflamatérias do tipo PMNN. Nas amostras dos animais do grupo 5
observou-se que, em dois animais, ndo houve epitelizacdo completa porque
ainda haviam anexos cutaneos sendo eliminados e neste caso observavam-
se abundantes células inflamatérias do tipo PMNN na hipoderme.

A avaliacdo histolégica do edema mostrou que trés animais do grupo
1 apresentaram edema moderado. No entanto, nos animais do grupo 2 ainda
havia trés animais com edema intenso. No grupo 3 somente dois animais
apresentaram edema intenso, diferentemente do que foi observado no grupo
4 em gque o edema intenso foi constatado em quatro animais. Nas amostras
dos animais do grupo 5 haviam trés com edema moderado. Estes achados
podem ser analisados na Figura 2 onde se mostra que na terceira coleta

pds-cirurgia houve um ligeiro aumento do edema nos animais dos grupos 2 e
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Figura 4. A. Animal do grupo 1. Quarto dia pds-cirurgico. Fibras colagenas
(setas) e infiltrado inflamatério ( ™ ). Tricrémico de Gomori,
400X. B. Animal do grupo 4. Sexto dia pos-cirurgico. Presenca
de coagulo (A). HE, 40X. C. Animal do grupo 5. Sexto dia pos-
cirurgico. Tecido conjuntivo (setas). HE, 200X.
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3, enquanto que houve uma ligeira queda no grupo 5. No grupo 4 as médias
geométricas se mantiveram constantes.

Estatisticamente observou-se diferenca significativa (P< 0,01) nas
médias do tamanho do coagulo/edema dos grupos 2, 3 e 4 quando
comparadas com o grupo 1. As médias do grupo 4 quando comparadas com
as do grupo 5 mostraram diferenca a 1% de significancia. J4 nas médias dos
animais do grupo 3 comparadas com as do grupo 5 observou-se diferenca a
5% de significancia. Entretanto, comparando as médias dos animais dos
grupos 2 e 5 houve diferenca a 10% de significancia.

4.4. 6° dia pOs-cirargico

As feridas dos animais dos grupos 1, 3 e 5 pareciam clinicamente
reparadas, sem sinais de inflamacdo, completamente fechadas, limpas e
com aderéncia perceptivel no momento da coleta das bidpsias. Nos animais
do grupo 2 as feridas apresentavam-se sem sinais clinicos de inflamacéao,
secas, embora ainda mostrassem as bordas separadas. No grupo 4 as
feridas mantinham sinais clinicos de inflamacédo, com aspecto Umido,
avermelhadas e com bordas afastadas, demonstrando evolucéo lenta.

No exame histoldgico, nas amostras de todos os animais do grupo 1
observou-se que o epitélio sobre a linha de incisdo mostrava as diferentes
camadas que constituem a epiderme, embora mais espesso que o epitélio
adjacente (Figura 5A). A matriz frouxa havia sido substituida por tecido
conjuntivo fibroso bem diferenciado, onde também se observavam
numerosos vasos sanguineos com paredes espessas. Raramente
observavam-se focos de células inflamatérias do tipo PMNN. Porém, um
foco com inimeras células inflamatorias PMNN e macroéfagos foi observado
em um animal deste grupo, embora apresentasse tecido conjuntivo fibroso
bem diferenciado. Em alguns animais observou-se também proliferacdo
fibroblastica nas papilas dérmicas préximas a incisao.

De modo geral, as caracteristicas histolégicas que foram observadas
nos animais dos grupos tratados se assemelhavam as que foram descritas
para o grupo controle. Entretanto, em dois animais dos grupos 2 e 3 ndo se
observou epitelizagdo completa.
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Figura 5. A. Animal do grupo 3. Sexto dia pés-cirurgico. Epitélio bem
diferenciado (setas). HE, 400X. B. Animal do grupo 2. Sexto
dia pos-cirargico. Desorganizacdo do tecido conjuntivo (setas).

HE, 100X.
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J4, nos animais do grupo 4 a epitelizacdo s6 era completa em um
animal, observando-se também que o infiltrado celular ainda era abundante
e continuava sendo, predominantemente, do tipo PMNN. Além disto,
observou-se ainda a desorganizacéo do tecido conjuntivo, como também no
grupo 2 (Figura 5B). Todos os animais do grupo 5 mostraram epitelizacéo
completa e formacao de tecido conjuntivo fibroso (Figura 4C).

A avaliacado histol6gica do edema mostrou que somente um animal do
grupo controle apresentou edema moderado, diferentemente do observado
nas amostras dos animais do grupo 2, onde dois deles apresentaram edema
intenso..Nos animais do grupo 4 trés deles apresentaram edema moderado
e dois com coagulo/edema intenso (Figura 4B). J&, no grupo 5 somente em
um animal observou-se edema intenso.

Na Figura 2 pode-se observar que houve uma marcada queda do
edema nos animais dos grupos 1, 2, 3 e 5, enquanto que o grupo 4
continuava igual ao quarto dia pés-cirurgia.

Quando compararam-se as médias do tamanho do coagulo/edema
entre os grupos 1 e 3, e entre 0s grupos 4 e 5 observou-se estatisticamente
diferenca a 5% de significancia. J4, comparando as médias dos animais dos

grupos 3 e 4 houve diferenca estatistica a 1% de significancia.

4.5. 8°dia pés-cirurgico

Clinicamente, as feridas dos animais dos grupos 1, 3 e 5
apresentavam-se completamente fechadas, com evidente aderéncia das
bordas, secas e sem nenhum sinal de reacdo inflamatéria, portanto,
clinicamente reparadas. Nos animais dos grupos 2 e 4 as feridas
continuavam mostrando evolucao clinica mais lenta, com fragilidade evidente
na unido das bordas, principalmente nos animais do grupo 4.

Na analise histologica das amostras dos animais dos grupos 1, 3 e 5
constatou-se que o tecido conjuntivo fibroso mostrava caracteristicas
semelhantes ao que foi observado no sexto dia pds-cirdrgico, embora, com
maior depdsito de fibras colagenas. Igualmente, a epiderme mostrava
camadas epiteliais bem diferenciadas, inclusive com formacéo de ceratina.

Entretanto, em quatro animais dos grupos 2 e 4 o tecido de granulacdo nao
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tinha sido completamente substituido por tecido conjuntivo fibroso. No grupo
2, observou-se em um animal que, embora houvesse epitelizagdo completa,
a derme mostrava abundante tecido de granulagéo.

Estatisticamente ndo houve diferenca significativa nas médias do
tamanho do coagulo/edema entre os diferentes tratamentos, embora,
apresentaram-se, histologicamente, diferencas qualitativas na resposta

cicatricial entre os grupos 1, 2, 3, e 5 quando comparados com o grupo 4.
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5. DISCUSSAO

Muitos autores consideram que a inflamacdo € a fase inicial do
processo de reparacao, constituindo-se num evento fundamental neste
processo, que se inicia quando é quebrada a barreira celular (STASHAK
1991; AUER, 1992; PROBST, 1993; GREENHALGH, 1998; CHANG et al.,
2000 e SMITH et al., 2000). Esta resposta inflamatéria envolve eventos
vasculares tais como: vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
(PROBST, 1993; JIMENEZ & RAMPY, 1999), o que explica a vermelhidao e
0 aumento de volume observados nas bordas das ferida dos animais do
presente estudo, caracterizando desta forma alguns dos eventos iniciais do
processo inflamatério: hiperemia e edema.

O edema que foi observado nas feridas 24 horas pos-cirurgia pode
ser explicado pelas mudancas vasculares que ocorrem muito precocemente
apoés a agressao, que se desenvolvem com velocidades variaveis
dependendo da intensidade da injuria. A vasodilatacdo com conseqlente
aumento do fluxo eleva a presséao hidrostética local o suficiente para produzir
a transudacao de liquido, originando desta forma o edema (COTRAN, 1990).

De acordo com GRELLNER et al. (2000), o aumento rapido de
mediadores quimicos ou fatores pro-inflamatorios no local da injaria € devido
a liberacdo de granulos pré-formados. E sabido que ceratindcitos, glandulas
sudoriparas e particularmente macréfagos contém grandes quantidades de
citocinas. Além disto, o exsudato com componentes sanguineos pode

contribuir para o aumento dos mediadores pro-inflamatoérios. Por outro lado,
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0s componentes da cascata da coagulacdo, em particular o fator de
Hageman, ativam o sistema imune inato e estimulam a geracdo de
peptideos vasoativos (CHANG et al., 2000). Entdo, o aumento de
permeabilidade vascular provocada pelos mediadores inflamatérios,
liberados no local, também contribuiu para o aparecimento do edema.

O coagulo de fibrina que unia as bordas das feridas, bem como
aguele que foi observado na hipoderme, imediatamente abaixo da linha de
incisdo, é explicado porque durante o ato cirdrgico ha ruptura de vasos
sanguineos, originando saida de proteinas plasmaticas e liberacdo de
células sanguineas. Por outro lado, a exposi¢cdo do colageno subendotelial
estimula a agregacao plaquetaria e ativa a cascata da coagulacédo, o que
leva a formacdo de um coagulo que serve como selo hemostatico e como
matriz provisoéria para a movimentagéo celular (SUTER et al., 1997).

Pode-se inferir que o infiltrado celular observado na hipoderme e nas
papilas dérmicas préximas as bordas das feridas que estava constituido,
predominantemente, por PMNN foi devido a liberacdo local de mediadores
quimiotaticos, inicialmente liberados pelas plaquetas, tais como: TGFa,
TGFb e PF4, que atuaram como quimioatratentes para os PMNN (CHANG et
al., 2000). Entretanto, estas células inflamatorias, primeiro neutréfilos e
depois macrofagos, foram as principais fontes ndo s6 de substancias
guimiotaticas como também de fatores de crescimento e citocinas no local
da ferida, mantendo assim o afluxo das células inflamatérias que foram
observadas durante todo o periodo analisado, o que esta de acordo com o
relatado por GROSE & MARTIN (1999).

O grande afluxo de células PMNN que foi constatado em todos os
animais do presente estudo, 24 horas apés a cirurgia, estd de acordo com
PROBST (1993), quando afirma que os neutréfilos saem da coluna axial
apos a diminuicdo da velocidade do fluxo, iniciando o processo de migracéao
através da parede vascular até o tecido lesado. Desta forma, estas células
sao as primeiras a chegar ao local da ferida, constituindo o tipo celular
predominante nas primeiras 6 horas pés-ferimento (CHANG et al., 2000).

Em contraposicdo ao que CHANG et al. (2000) afirmaram, que os
monaocitos sdo as células predominantes 12 horas pds-injuria, com o0 pico

maximo aos trés dias, 0 mesmo nédo foi observados no presente estudo, ja
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gue em nenhum dos periodos de coleta constatou-se predominio destas
células.

Ja, PADGETT et al. (1998) consideraram que os macrofagos chegam
ao local da injuria nas primeiras 24 a 48 horas pos-ferimento, concordando
assim com o que foi observado no presente experimento, ainda, constatou-
se que a presenca destas células coincidia com a organizacdo do coagulo.
Isto se justifica porque, paralelamente a fagocitose de restos celulares, os
macréfagos sao importantes para o recrutamento e ativacdo de fibroblastos
(DAVIDSON, 1992; CASAUBON, 1993; PROBST, 1993; CHANG et al.,
2000; KUROSAKA et al., 2001). Estes autores sugeriram ainda, que 0s
estagios tardios do processo de cicatrizacdo sao dependentes do evento
inflamatoério inicial e que a deficiéncia no recrutamento ou funcdo destas
células pode ter impacto significante sobre este processo em geral.

A organizacdo do coagulo, com inicio de formacdo de um tecido
mesenquimal vascularizado, que foi observada nas amostras, 48 horas pos-
cirurgia, estd de acordo com o que foi reportado por outros autores
(DAVIDSON, 1992; PROBST, 1993; GROSE & MARTIN, 1999; JIMENEZ &
RAMPY, 1999) quando relataram que os fibroblastos da derme proxima a
ferida comecam a ser ativados e recrutados para o local da lesdo, onde eles
proliferam e comecam a produzir matriz extracelular. Este novo tecido
conjuntivo comeca a ser invadido por uma série de capilares originados de
vasos sanguineos existentes, denominando-se entdo tecido de granulagao.

Além disso, pelo fato de serem feridas incisas com perda tecidual
minima, e que se mantiveram limpas, houve também formag¢&o minima de
tecido de granulacdo unindo as bordas das feridas, concordando com as
observacoes relatadas por ALISON (1992) e CASAUBON (1993).

As caracteristicas histoldgicas que foram observadas nas feridas, 48
horas pds-cirurgia, estdo de acordo com os relatos de DAVIDSON (1992),
quando comentou que, a partir do momento em que a inflamacado aguda
comeca a ficar sob controle o coagulo de fibrina é gradualmente substituido
pelo tecido de granulacédo. Relatou ainda que, histolégicamente, nas bordas
deste tecido de granulacdo em desenvolvimento pode-se observar a
presenca de células fibroblasticas fusiformes, bem como formacédo de
capilares. Embora, CASAUBON (1993) tenha constatado que os fibroblastos
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aparecem por volta do terceiro ou quarto dia pds-lesdo, comenta que a
presenca destas células pode ser observada a partir de 24 a 36 horas pos-
traumatismo.

J4, a neovascularizacdo observada esta de acordo com o que foi
reportado por ALISON (1992) que considera que ela se inicia dois a trés dias
apos a lesao.

Além disto, numerosos estudos tém demonstrado o papel critico da
angiogénese e do aumento do fluxo sanguineo para o sucesso da reparacao
de feridas cirdrgicas. Segundo STEINBRECH et al. (1999), a ruptura
vascular devido a cirurgia deixa algumas areas hipoxicas, onde a tensdo de
oxigénio aproxima-se de zero nos estagios iniciais do processo de
reparacdo. Isto significa que a angiogénese é vital para o suprimento de
oxigénio (RENDELL et al., 1997) e de fatores de crescimento necessarios
para iniciar os processos de sintese na reparacao tecidual (BOND et al.,
2000). Por outro lado, ADAIR et al. (1990) encontraram que 0 suprimento
vascular inadequado, assim como a reducéo da tensao de oxigénio, no local
da ferida, levam a angiogénese compensatoria, para satisfazer as demandas
metabdlicas do tecido.

A auséncia de organiza¢do do coagulo com inicio de formacdo de
tecido de granulacdo que foi constatada em alguns animais, dos diferentes
grupos, 48 horas pés-cirurgia, poderia ser decorrente de hipdxia mais severa
como conseqiéncia da compressao vascular pelo maior coagulo/edema
formado. A hipOxia parece ter efeitos variados sobre os fibroblastos,
impedindo a multiplicacdo dos mesmos, limitando a producdo de colageno
(STADELMANN et al.,, 1998) e principalmente regulando fatores de
crescimento, dentre os quais o TGFb. Assim, a angiogénese derivada da
hipéxia e a proliferacdo fibroblastica sdo fundamentais para a formacéo e
remodelacdo da matriz extracelular no processo de reparagcao
(STEINBRECH et al., 1999).

Segundo DAVIDSON (1992), os fibroblastos, como células efetoras,
produzem mediadores solUveis que ativam outras células, tais como: células
endoteliais e ceratindcitos, dentre outras. Por outro lado, KENCH et al.
(1999) consideraram que os leucdcitos liberam mediadores que estimulam a
proliferacdo de células endoteliais, musculares lisas e fibroblastos. Entéo,
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pode-se deduzir que a formacdo deste tecido de granulacdo foi devida a
presenca de mediadores solluveis que foram secretados no tecido lesado.
Deve-se considerar ainda, que os fatores de crescimento derivados da
degranulacao plaquetéria foram sinais importantes para iniciar e coordenar
0Ss movimentos teciduais da epitelizacdo e possivelmente iniciar a resposta
de angiogénese (GROSE & MARTIN, 1999).

SCHAFFER et al. (1996) consideraram que a inibicdo da sintese de
oxido nitrico no local da ferida pode estar diretamente relacionada a
diminuicdo na formacéo de tecido de granulacdo. Acrescentaram, ainda, que
o 6xido nitrico parece ser um importante regulador do acumulo de colageno
e pode afetar, diretamente ou através da liberacdo de outros mediadores, a
sintese e lise de colageno. Assim, é possivel que naqueles animais dos
grupos 2 e 4, onde nao foi observado, 48 horas pés-lesdo, inicio de
organizacdo do coagulo, tenha havido uma falha na producdo de O6xido
nitrico, ja que segundo ULLAND et al. (1997), os glicocorticoides inibem a
enzima oxido nitrico sintetase. Entretanto, 0s mesmos autores sugerem que
os efeitos dos glicocorticoides possam ser mediados através da inibicdo de
TGFb1l.

PROBST (1993) e CASAUBON (1993) relataram que a proliferacéo e
migracdo das células epiteliais sdo sinais prematuros de reparacao.
Segundo estes autores, esta resposta pode ser muito rapida e nas primeiras
horas pds-traumatismo as células comecam a migrar de forma centripeta a
partir das margens da ferida. Igualmente, ALISON (1992) relatou que a
proliferacdo e a migracao epitelial podem cobrir a ferida entre 12 e 24 horas
pés-traumatismo. Diferentemente do que foi relatado por estes autores, tais
sinais de reparacdo precoce nao foram evidenciadas nas feridas, ja que a
migracdo de ceratinécitos da camada basal da epiderme somente foi
constatada a partir das 48 horas pos-cirurgia. Entretanto, estas observacoes
estdo de acordo com os relatos de GROSE & MARTIN (1999), quando
comentaram que, nas bordas de uma ferida cutanea, a monocamada basal
de ceratindcitos inicia sua migracdo através de uma matriz proviséria
localizada na interface entre a derme e o coagulo de fibrina.

CASAUBON (1993) comentou que a velocidade de migracdo dos
ceratindcitos varia conforme o grau de desidratacdo do coagulo e que a
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crosta impede a epitelizacdo. Assim, provavelmente, isto explique porgue no
grupo 2, somente trés animais apresentaram inicio de epitelizacdo, nos quais
clinicamente era mais evidente o processo inflamatério e histologicamente
se constatou a presenca de restos celulares entre as bordas das feridas.

De acordo com DAVIDSON (1992), os foliculos pilosos intactos séo a
maior fonte de reserva para células epidérmicas durante a reparacao de
feridas. Desta forma, a restauracao epitelial pode ocorrer extremamente
rapido em superficies de feridas incisas que nao tenham atingido muitos
anexos cutaneos. Esta observacao poderia explicar, em parte, o processo de
epitelizacdo mais lento observado nos animais onde muitos foliculos foram
lesados.

As caracteristicas histolégicas encontradas no quarto dia pés-cirurgia
nos animais tratados com prednisolona sistémica, onde havia proliferacéo
fibroblastica com tecido desorganizado, podem ser explicadas pelos
achados de BEINER et al. (1999), quando constataram que o0s
corticosteréides podem causar prejuizo irreversivel, dentre os quais a
desorganizacdo na estrutura do tecido. Além disto, € provavel que tenha
havido alguma interacdo entre a prednisolona e o TGFb1, jA que uma
diminuicdo nos niveis deste fator de crescimento pode levar a diferencas
qualitativas na cicatrizacdo de feridas (KARIM et al., 1997; MOULIN et al.,
1998; ASHCROFT, 1999).

McPHEE et al. (1998) observaram que a administracdo de
corticosteréides apos o terceiro dia pos-cirargico parecia nao afetar o
processo de cicatrizagcdo. Entretanto, como no presente estudo a
prednisolona foi administrada por via oral, momentos antes da cirurgia, é
possivel que os efeitos da mesma tenham influenciado o processo de
reparacao nesses animais.

De acordo com COTRAN (1990), no quinto dia ap6s o ferimento o
espaco da incisdo estd preenchido com tecido de granulagdo, com um
maximo de neovascularizacdo e abundante depdésito de colageno e que a
epiderme recupera a espessura normal e mostra arquitetura madura. No
presente trabalho, tais achados foram observados no sexto dia pds-cirurgia,
quando se constatou a presenca de tecido conjuntivo fibroso bem
diferenciado, com vasos sanguineos de paredes espessas e epiderme com
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camadas diferenciadas, embora mais espessa que o epitélio adjacente. Os
achados histoldgicos verificados no oitavo dia pds-cirurgia concordam com
as observacOes desses autores, quando afirmam que a partir da segunda
semana se produz um continuo acumulo de colageno e proliferacdo
fibroblastica. Além disto, o infiltrado inflamatério, o0 edema e o aumento da
permeabilidade vascular diminuem significativamente.

Estudos experimentais sugerem que 0s corticosteréides retardam a
cicatrizac&do de feridas com reducéo da forca tensil (McPHEE et al., 1998).
Além disto, estas drogas inibem a inflamacéo por interferir sobre os
macrofagos presentes na ferida e também no processo de angiogénese
(STADELMANN et al., 1998) e sintese de colageno inibindo a fibrogénese
(CHEDID et al., 1996; TUAN & NICHTER 1998). Assim, considerando que a
cicatrizacdo de feridas € um processo altamente regulado que envolve
inflamacdo, proliferacdo e migracdo celular, angiogénese e producdo de
matriz extracelular (YANG et al., 1999), pode-se inferir que as caracteristicas
qualitativas do tecido cicatricial e o retardo no processo de reparagdo que
foram observados nos animais tratados com prednisolona estariam,
provavelmente, relacionados com os efeitos induzidos por este
medicamento. Segundo KARIM et al. (1997), os corticosteréides modulam
genes via mecanismos de transcricao e pos-transcricdo, incluindo genes que
afetam a producéo de pré-colageno |, lll e IV.

Ainda, segundo OLIVRY e SOUSA (2001), muitos efeitos dos
glicocorticéides sédo devidos a diminuicao da transcricdo de multiplos genes
que interferem na codificacdo de citocinas, receptores para citocinas,
proteinas quimiotaticas, enzimas pré-inflamatorias e moléculas de adesao.

Entretanto, como o0s glicocorticoides suprimem a producdo de
algumas citocinas proé-inflamatérias como TNF-a e IL-1 (PADGETT et al.,
1998), que juntamente com PDGF-BB e TGFa, aumentam a expressao do
KGF que é o principal mitdgeno derivado dos fibroblastos (CHEDID et al.,
1996), também pode-se considerar que, nos animais tratados com
prednisolona sistémica, provavelmente, houve diminuicdo na producéo
destas citocinas pré-inflamatérias, contribuindo desta forma, no

retardamento do processo de cicatrizacao.
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Diferentemente do que foi descrito por MCEWEN (2000), quando
observou que o aumento na liberacdo de glicocorticéides, por estresse ou
administracdo da droga, direciona a movimentacgdo de varios tipos celulares
(linfécitos e mondcitos), da circulagdo para os tecidos, no presente estudo
ndo se observou predominio de células mononucleares no infiltrado
inflamatorio, possivelmente porque, neste caso, ndo houve estresse agudo
nem hiperdosagem de corticosteréides, embora, possa ter havido diminuigédo
na quimiotaxia destas células (ANDERSSON & GOODKIN, 1998)

McPHEE. et al. (1998), consideraram que os efeitos adversos dos
corticosteréides também incluem: estabilidade das membranas dos
lisossomos dos leucécitos, reducdo na producdo de mucopolissacarideos,
diminuicdo na sintese do colageno e diminuicdo na angiogénese. Isto
poderia explicar a diferenca qualitativa e quantitativa do tecido cicatricial
observado nos animais do grupo 4 em relacdo aos animais dos outros
grupos. Possivelmente houve menor depoésito de algumas proteinas da
matriz extracelular, que necessitam ser rapidamente sintetizadas durante o
inicio de formacao do tecido de granulacdo e também durante a substituicao
final por tecido conjuntivo maduro (CATTO et al., 1992; BRASILEIRO FILHO
et al., 1996; ECKES et al., 2000).

Uma vez que no oitavo dia pés-cirargico o coagulo/edema havia sido
substituido por tecido conjuntivo fibroso em praticamente todos os animais,
estatisticamente ndo se encontrou diferenca significativa que demonstrasse
a influéncia dos diferentes tratamentos na reparacéo das feridas. Entretanto,
foram observadas, histologicamente, diferencas qualitativas e quantitativas
quando se comparou 0 grupo 4 com 0S outros grupos experimentais. Isto,
leva a pensar que, provavelmente, devido a poténcia quatro vezes maior da
prednisolona em relacdo a hidrocortisona (SUMANO & OCAMPO, 1997) e a
seu efeito sistémico, este medicamento possa ter influenciado,
negativamente, no processo de reparacdo das feridas. Por outro lado, nos
animais dos grupos 1 e 5, a resposta cicatricial foi semelhante,
possivelmente porque nenhum dos referidos grupos foi tratado com agentes

antiinflamatorios que afetaram a mesma.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Foram utilizados 25 cées adultos, machos e fémeas, clinicamente
sadios, sem raca definida, provenientes do canil do Departamento de
Veterinaria da UFV, com o objetivo de avaliar histologicamente o efeito da
hidrocortisona, da prednisolona e neomicina no processo de reparagao de
feridas cutédneas. Estes animais foram aleatoriamente divididos em cinco
grupos, em todos eles foram feitas cinco incisdes de pele perpendiculares ao
eixo maior do animal e numeradas de um a cinco de acordo com sua
localizacdo referencial no eixo craniocaudal. Os grupos foram assim
constituidos: grupo 1-controle; grupo 2-hidrocortisona tdépica; grupo 3-
hidrocortisona + neomicina tépica; grupo 4-prednisolona oral e grupo 5-
neomicina topica. Bidpsias de pele de cada incisdo foram coletadas em
todos os animais, na seguinte seqiéncia: no 1° dia pds-operatério, incisao n°
1; no 2° dia, incis@o n° 2; no 4° dia, incisao n° 3; no 6° dia, incisdo n°4 e no 8°
dia, inciséo n°5.

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

1. Os animais tratados somente com corticosteroides, hidrocortisona tépica
e prednisolona sistémica, apresentaram diferencas qualitativas e
guantitativas na resposta cicatricial, quando comparados com o resto
dos animais, principalmente o grupo tratado com prednisolona, onde
observou-se menor evolugéo na formacao de tecido conjuntivo fibroso e

desorganizacdo do mesmo
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Os animais tratados com neomicina ndo apresentaram histologicamente
diferengcas marcantes no processo de reparacdo quando comparados
com os animais do grupo controle.

Os animais tratados com a combinacao de hidrocortisona + neomicina,
histologicamente, apresentaram evolucao rapida e com maior formacéao
de tecido conjuntivo.

Estatisticamente encontrou-se, ao final do experimento, que o0s
diferentes tratamentos utilizados né&o influenciaram na substituicdo do

coagulo/edema por tecido conjuntivo fibroso.
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Intensidade do coagulo/edema de todos os animais nos diferentes dias de coleta

GRUPO N° 1 GRUPO N° 2 GRUPO N° 3 GRUPO N° 4 GRUPO N° 5
A B C D F G H | K L M N Q R S u v W X
1° dia 4 2 2 2 3 3 4 4 4 3 4 3 3 3 4 2 2 3 3
2° dia 2 3 3 3 2 3 3 3 3 2 2 3 3 3 3 3 4 4 4
4° dia 2 2 3 3 3 4 3 4 3 3 4 3 3 4 4 2 3 3 3
6° dia 3 1 1 1 4 1 1 4 3 2 2 2 3 3 3 1 1 1 4
8° dia 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 Ausente

2 Leve (1 — 300 micras)
3 Moderado (301 — 600
4 Intenso (>600)

micras)




Teste ANOVA: Um critério (1° dia p6s-cirtrgico)

FONTES DE GL SQ QM
VARIACAO

Tratamentos 4 287.97e+03 71991.418
Coleta 20 125.79 e+04 62894.829
F= 1.1446 |- |-

(p)= 03646 |- |-

Tamanho do coagulo/edema (micras)

1 2 3 4 5
Controle | Hidro. tépica | Hidro + Neo Prednisolona Neomicina
244.8 452.8 1105.6 964.8 228.8
289.6 457.6 372.8 568 254.4
241.6 790.4 736 350.4 473.6
275.6 774.4 363.2 601.6 419.2
1006.4 646.4 384 675.2 560
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Teste ANOVA: Um critério (2° dia p6s-cirtrgico)

FONTES DE GL SQ QM
VARIACAO

Tratamentos 4 413.70 103.43e+03
Coleta 20 371.77 18588.262
F= 55641 « |-—- |-

(p)= 0.0038 |- |-

Tamanho do coagulo/edema (micras)

1 2 3 4 5
Controle |Hidro. topica Hidro + Neo Prednisolona Neomicina
283.2 211.2 491.2 579.2 352
497.6 470.4 246.4 497.6 681.6
550.4 328 276.8 513.6 817.6
393.6 328 337.6 596.8 724.8
267.2 632 248 723.2 732.8
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Teste ANOVA: Um critério (4° dia p6s-cirtrgico)

FONTES DE GL SQ QM
VARIACAO

Tratamentos 4 391.19 97798.004
Coleta 20 353.59 17679.395
F= 55318  |--—- |-

(p)= 0.0039 |- |-

Tamanho do coagulo/edema (micras)

1 2 3 4 5
Controle |Hidro. topica Hidro + Neo Prednisolona Neomicina
222.4 342.4 515.2 633.6 220.8
228.2 612.8 580.8 443.2 526.4
328 339.2 636.8 673.6 520
352 788.8 462.2 617.6 412.8
356.8 638.4 713.6 782.8 265.6
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Teste ANOVA: Um critério (6° dia p6s-cirtrgico)

FONTES DE GL SQ QM
VARIACAO

Tratamentos 4 116.36 290.89e+03
Coleta 20 201.02 100.51e+03
F= 28942 |- |-

(p)= 0.0480 |- ==

Tamanho do coagulo/edema (micras)

1 2 3 4 5
Controle |Hidro. topica Hidro + Neo Prednisolona Neomicina
307.2 1001.6 0 864 0
0 0 0 585.6 0
0 0 0 600 0
0 713.6 115.9 376 1043.2
0 0 74.5 708.8 0
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Tamanho do coagulo/edema (micras). 8° dia pds-cirlrgico

1 2 3 4 5
Controle |Hidro. topica Hidro + Neo Prednisolona Neomicina
0 0 0 262.4 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
108.9 0 0 0 0
0 0 0 0 0
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