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Resumo

Aspectos morfolégicos do processo de cicatrizacdo de feridas de pele de
camundongos foram investigados em grupos submetidos a diferentes
tratamentos tépicos. As andlises levaram em conta parametros como a
caracterizacao de células (fibroblastos, mastocitos e miofibroblastos) e de
componentes da matriz extracelular (fibras colagenas e reticulares). Os
resultados foram obtidos de fragmentos de pele coletados do local da lesao aos
nove e 21 dias pos-tratamento a partir de andlises morfométricas realizadas
através da microscopia de luz (ML) e da descricao da ultraestrutura através da
microscopia eletrbnica de transmissdo (MET). Os animais foram distribuidos
em seis grupos (G) que receberam os seguintes tratamentos: gel base (G1);
gel contendo planta A (G2); gel contendo planta A + plaquetas (G3); gel
contendo planta B (G4); gel contendo planta B + plaquetas (G5); gel contendo
plaguetas (G6). O tratamento com plaquetas induziu substancialmente o
recrutamento de mastécitos, diferente do ocorrido nos animais tratados com o
complexo plaquetas + plantas, onde o numero de mastocitos ndo apresentou
diferenca estatistica em relacdo ao G1, o que pode indicar que as plantas
reverteram a reacgao inflamatéria por mastécitos causada pelas plaquetas. Os
resultados de fibras reticulares demonstraram que aos nove dias houve menor
deposicao nos grupos tratados com a planta A (G2) e planta B (G4) e aos 21
dias nao houve diferenca. Ja a deposicao de colageno foi maior e uniforme
entre os grupos tratados no dia nove, com destaque para uma maior deposicao
no grupo tratado com a planta A (G2) no dia 21. Embora detectados em todos
0s grupos, os miofibroblastos ocorreram com menor frequéncia nos grupos
tratados, o que seria um indicativo da acao anti fibrética. As analises a MET
permitiram a deteccéo das caracteristicas ultraestruturais das fibrilas colagenas
e dos fibroblastos. Em conjunto, os resultados demonstraram que ha uma
efetiva renovagdo da matriz extracelular e controle anti fibrético durante o
processo de reparo tecidual apos os tratamentos, sendo que os tratamentos
com a planta A e planta B mostraram melhor eficacia. Esta dupla propriedade
leva a sugeri-las no tratamento de lesbes, além do beneficio de serem
matérias-primas de acesso relativamente facil e de baixo custo.

Palavras-chave: cicatrizacao; pele; plaguetas; extratos de plantas, microscopia
de luz, microscopia eletrbnica de transmissdo; colageno; mastdcitos;
miofibroblastos.
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Abstract

Morphological aspects of the healing process of skin wounds in mice were
investigated in groups undergoing different topical treatments. The analyzes
took into account parameters such as the characterization of cells (fibroblasts,
myofibroblasts and mast cells) and extracellular matrix components (collagen
and reticular fibers). The results were obtained from skin fragments collected
from the lesion at nine and 21 days post treatment, from morphometric analyzes
under light microscopy (LM) and the ultrastructure description by transmission
electron microscopy (TEM). The animals were divided into 6 groups (G), treated
as followed: gel base (G1); gel containing plant A (G2); gel containing plant A +
platelets (G3); gel containing plant B (G4); gel containing Plan B + platelets
(G5); gel containing platelets (G6). Treatment with platelets induced mast cell
recruitment substantially different from what occurred in the animals treated with
the complex platelets + plants in which there was no statistically significant
difference about the number of mast cells compared to G1. It might indicate that
the plants reverted to inflammatory reaction caused by mast by platelets. The
results of reticular fibers showed that at nine days showed less deposition in the
groups treated with the plant A (G2) and plant B (G4) and at 21 days there was
no difference. Regarding to the collagen fibers the deposition was higher and
uniform among treated groups at nine days, highlighting a greater deposition in
the group treated with plant A (G2) at 21 days. Although detected in all groups,
myofibroblasts occurred less frequently in the treated groups, which would be
indicative of anti fibrotic action. The TEM analyzes allowed the detection of
ultrastructural features of collagen fibrils and fibroblasts. Taking together, the
results showed that there is an effective extracellular matrix renewal and anti-
fibrotic control during the tissue repair process after application of treatments,
mostly to treatments with plant A and plant B, which demonstrated better
efficacy. This dual property leads to suggest them to treat lesions in addition to
the benefit of raw materials are relatively easy access and low cost.

Keywords: healing process; skin; platelets; plant extract, light microscopy,
transmission electron microscopy; collagen fibers, mast cell; myofibroblast.
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1. INTRODUGCAO

O mecanismo de reparo tecidual € um processo complexo que requer o
envolvimento de uma diversidade de células e moléculas da matriz extracelular
(MEC). Alteracbes decorrentes de enfermidades e/ou infec¢des, podem levar a
um atraso no processo de reparo que resulta em feridas crénicas ou a
formacgao de cicatriz em excesso. A utilizacdo de extratos de plantas tem sido
amplamente utilizada como tratamento de lesdes teciduais, estratégia
favorecida pela rica flora nacional que permite ampliar os estudos realizados
nesta area. Além de plantas, produtos sintéticos ou de origem animal, sédo
também utilizados na investigacdo do processo de cicatrizacado, dentre os quais
citam-se o0s mediadores moleculares de plaquetas que parecem agir
efetivamente na cicatrizacao estimulando o crescimento e reparo de diferentes
tecidos. A utilizacdo de plaguetas descartadas em centros de transfusao
sanguinea vem demonstrando éxito no tratamento de Ulceras crénicas. O
presente trabalho teve como objetivo conjugar os potenciais ativos acima
citados, analisando o potencial de reparo tecidual de duas espécies de plantas,
essas associadas ou nao as plaquetas, através das técnicas de microscopia de
luz e eletrbnica de transmissao. Para a realizacao deste estudo, fragmentos de
pele com lesdo submetida aos tratamentos foram processados para analises
histoldégicas, morfométricas, imunohistoquimicas e analises a microscopia
eletrénica de transmissdo. O estudo das alterac6es morfolégicas resultantes
dos tratamentos poderdo auxiliar na indicacao de novos agentes terapéuticos
para a cura de feridas, que sejam mais eficazes em tempo e qualidade.
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2. Literatura consultada

2.1 Pele

A pele, o maior 6rgdo do corpo humano, abrange fungdes tais como
protecdo mecanica, barreira impermeavel, regulacdo da temperatura corporal
(conservacao e dissipacao de calor), barreira imunoldgica, excrecao de sais,
sintese de vitamina D e como 6érgao sensorial. Sua estrutura morfol6gica
compreende trés camadas firmemente aderidas umas as outras: a epiderme,
mais superficial, a derme, intermediaria e mais desenvolvida e a hipoderme ou
camada subcutanea (GANTWERKER & HOM, 2011) (Figura 01).

A epiderme é subdividida em camadas cérnea, llUcida, granulosa,
espinhosa e basal, constituidas por diferentes tipos celulares: os queratinécitos,
mais abundantemente distribuidos e responsaveis pela sintese de queratina; os
melandcitos, cujo principal produto € a melanina; as células de Langerhans,
células apresentadoras de antigenos; e as células de Merckel, com funcgdes
sensoriais de tato. A derme, mais interna, € formada por duas camadas,
embora sem limites nitidos, constituida por diferentes tipos celulares e variados
elementos da MEC. Dentre as células citam-se principalmente os fibroblastos,
além de células residentes do sistema imune. E dentre os componentes da
MEC listam-se as fibras colagenas, elasticas e reticulares, além dos
proteoglicanos e glicosaminoglicanos, importantes moléculas que se interagem
entre si (GANTWERKER & HOM 2011).

_ Epiderme

mm) Dorme

‘,1.;. j%t&.“" ‘ Hipoderme

Figura 01: Esquema da estrutura da pele identificando as trés camadas em que é
composta. Fonte: http://sinnapse.blogspot.com.br/2010_02_01_archive.html

9.
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Assim como citado acima, a pele é uma eficiente barreira protetora que
se danificada, requer um eficiente processo de reparo, que pode ocorrer seja
por mecanismos de regeneracdo ou de cicatrizagdo. O processo de
regeneracdo consiste da reconstituicio completa do tecido, com sua
arquitetura original, por meio de células do parénquima do préprio tecido. Ja no
processo de cicatrizacao o local lesionado € reconstituido pela deposicdo de
tecido conjuntivo fibroso (GURTNER et al.,, 2008; REINKE & SORG, 2012)
(Figura 02) .

 Leséo tecidual |

B

Figura 02: O esquema ilustra o processo de reparo apos lesdo e perda tecidual, o
qual pode seguir por um dos seguintes mecanismos: A) mecanismo de regeneragao,
no qual o tecido desenvolve sua arquitetura original; B) mecanismo de cicatrizacao, no
qual forma-se tecido conjuntivo fibroso no local lesionado. Fonte: modificado de
GURTNER et al., 2008.



Pereira, L, X Literatura consultada

2.2 Processo de reparo da pele por cicatrizacao

A cicatrizagao é um processo complexo e dindmico, consistindo de uma
resposta coordenada de diferentes células, mediadores moleculares como
citocinas e quimiocinas e componentes da matriz extracelular. Seu mecanismo
segue uma importante sequéncia de eventos que sao didaticamente divididos
em quatro fases: hemostasia, inflamatoéria, proliferativa e remodelacao tecidual
(GURTNER et al., 2008; REINKE & SORG, 2012).

2.2.1 Hemostasia

Imediatamente ap6s a lesdo, a pele entra em estagio de hemostasia,
cuja reagao procura evitar a perda de sangue e fluido tissular. Primeiramente,
ocorre uma reacdao de vasoconstricdo dos vasos sanguineos localizados
préximos a lesdo, a qual é seguida por uma vasodilatacdo com consequente
extravasamento de plaquetas. Como reacgdo, inicia-se 0 processo que
culminard em uma cascata de eventos que inclui a acao de fatores intrinsecos,
resultando na clivagem da protrombina em trombina que leva a clivagem do
fibrinogénio em monémeros de fibrina, que por sua vez se agregam, formando
um coagulo fibrinoso. Glicoproteinas adesivas, importantes constituintes da
matriz, como a fibronectina e trombospondina, podem ser liberadas dos
granulos plaquetarios, estimulando ainda mais a agregacao entre as plaquetas
(MENDONGCA & COUTINHO-NETTO, 2009; WOLBERG, 2012; MERCER &
CHAMBERS, 2013).

A formacdo deste tampao hemostatico € essencial ndo somente por
conter a perda sanguinea como ja dito, mas também por atuar como uma
matriz proviséria para os processos subsequentes. Essa matriz do coagulo
prové estrutura para migracdo de células inflamatérias, queratinécitos,
fibroblastos, células endoteliais, além de ser reservatério de fatores de
crescimento, citocinas e quimiocinas (MONROE & HOFFMAN, 2012; REINKE
& SORG, 2012).
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2.2.2 Fase Inflamatoria

Mediadores liberados das plaquetas durante a hemostasia, como a
trombina, o fator de crescimento transformante-B e - a (TGF- 8 e TGF- q), o
fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento epidérmico (EGF), dentre
outros, ditam a migracao das células inflamatérias e de outras células
essenciais para o desenvolvimento das etapas seguintes no processo de
cicatrizacdo. Citam-se, dentre as células atraidas ao local lesionado por
quimiotaxia, os mastécitos, neutrofilos e macrofagos, células atuantes nesta
fase inflamatoria (EMING et al., 2007).

Os mastécitos sdo derivados de células tronco hematopoiéticas e
migram para os tecidos quando recrutados. S&o células com caracteristicas
particulares na sintese de eicosandides, moléculas estas representadas pelos
leucotrienos, tromboxanos e prostaglandinas importantes na indugcdo da
vasodilatacao e expressdo de moléculas de adesdao nas membranas de células
endoteliais. Os mastécitos também sintetizam histamina, mediador quimico que
potencializa a porosidade dos vasos. Todas essas caracteristicas favorecem,
em Ultima andlise, a migragdo de leucdcitos e a infiltracdo destas células
inflamatérias para o local lesionado (NOLI & MIOLO, 2001; BALBINO et al.,
2005; NG, 2010).

Os neutrdfilos sdo células cruciais nesta fase, sendo as primeiras células
inflamatérias a infilirarem no local da lesdo, trazendo a peculiar fungao de
impedir e/ou eliminar a possivel invasdo de provaveis microorganismos nos
sistemas organicos, por liberarem substancias antimicrobianas altamente ativas
e diversas proteinases. Além disso, também atuam como quimioatraentes para
outras células atuantes nesta fase (REINKE & SORG, 2012).

Apbs acdo dos neutrdéfilos, os mondcitos sao recrutados para o local
lesionado. Quando presentes no tecido, sdo ativados em macréfagos e dao
continuidade ao processo de reparo, auxiliando na fagocitose dos
microorganismos, além de eliminarem células mortas e residuos teciduais.
Alguns macréfagos apds atuarem na promogao da limpeza da ferida sofrem
apoptose, enquanto outros sobrevivem e permanecem no tecido lesionado

exercendo outras fungdes. Dentre elas podemos citar a sintese de fatores de

_5.
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crescimento que atuardo na proliferacdo celular, importante para as demais
fases do processo de reparo, além do estimulo a sintese de moléculas da
matriz pelas células residentes da pele (DELAVARY et al., 2011; REINKE &
SORG, 2012). Desta forma, os macréfagos representam-se como células
funcionalmente importantes na transi¢cdo entre as fases de inflamacao para as

seguintes do processo cicatricial.

2.2.3 Fase Proliferativa

Em seguida a acao reativa das células inflamatérias, a pele lesionada
evolui para sua recomposi¢ao, que abrange os processos de reepitelizacéo, a
formacao de matriz extracelular e a angiogénese.

O processo de reepitelizacdo conta com diferentes fatores de
crescimento, que sao responsaveis pela estimulacdo mitogénica e quimiotatica
dos queratindcitos para o local da lesdo (MENDONCA & COUTINHO-NETTO,
2009). Entre estes, pode-se citar o fator de crescimento epidermal ligado a
heparina (HB-EFG) sintetizado e liberado pelos mastécitos (ARTUC et al.,
2002). Foliculos pilosos e glandulas ap6crinas sao fonte de células tronco que
se diferenciam em queratindcitos os quais migram e se estabelecem formando
novo estrato basal e nova membrana basal na area lesionada. Outros
queratindcitos migram sobre aqueles j& estabelecidos até serem sinalizados
por inibicdo por contato (GANTWERKER & HOM, 2011).

Enquanto um novo epitélio é formado, uma nova matriz esta sendo
também estabelecida. O tecido de granulacdo consiste de células como
fibroblastos, miofibroblastos, mastécitos, macrofagos, e de componentes da
matriz, como fibronectina, glicosaminoglicanos e colageno; além de novos
vasos sanguineos (MANDELBAUM et al., 2003; GANTWERKER & HOM 2011).
A dindmica entre todos estes componentes é importante, visto que o0s
macrofagos estdo liberando continuamente citocinas que atuardo sobre
fibroblastos e sobre a angiogénese; a nova matriz produzida pelos fibroblastos
ativados fornece suporte as células e 0os novos vasos sanguineos as mantém
oxigenadas e nutridas (SINGER & CLARK, 1999; REINKE & SORG 2012). Em
resposta a fatores liberados ainda na fase inflamatéria, como TGF- e PDGF,
os fibroblastos migram, por quimiotaxia, para a area de lesdo, e através da
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integrina, uma proteina transmembrana, tais células fixam-se no tecido de
granulagdo. Este processo favorece o amadurecimento funcional dos
fibroblastos para uma sintese de colageno eficiente (BALBINO et al., 2005), e,
juntamente com a acédo dos fatores de crescimento, para a diferenciacdo dos
fibroblastos em miofibroblastos, células responsaveis pela contracao da lesao
(DELAVARY et al., 2011; REINKE & SORG, 2012). Os fibroblastos sintetizam
nao s6 os componentes estruturais da MEC, como também liberam moléculas
como o fator de crescimento de queratinécitos (KGF), estimulando a
proliferacdo e mobilidade destas células (MAAS-SZABOWSKI et al., 2001).
Além disso, os fibroblastos liberam fatores de célula-tronco (SCF), envolvidos
com a proliferacao, quimiotaxia e a ativacao de mastécitos (NG, 2010).

A angiogénese consiste na formacao de novos vasos sanguineos, que
pode ocorrer através de dois processos, a saber, a partir de células
precursoras endoteliais e a partir de vasos pré-existentes. Embora nao seja
ainda bem descrito, o primeiro mecanismo baseia-se em células tipo
angioblastos chamadas de EPCs (Endothelial Progenitor Cells) presentes na
medula 6ssea de organismos adultos e que sédo recrutadas para o tecido
lesionado iniciando a angiogénese. Sao células que expressam marcadores de
células tronco hematopoiéticas e marcadores especificos endoteliais. Ja no
segundo processo a formacdo de novos vasos inicia-se a partir da
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade daqueles ja existentes e segue
com a acao de metaloproteinases de matriz (MMPs) desfazendo o contato
entre as células endoteliais, as quais migram em direcdo ao estimulo,
proliferam e amadurecem em novas células endoteliais formando novos vasos
(CONWAY et al., 2001; JAIN, 2003). Estes vasos recém formados provém o
local da lesdo com nutrientes e oxigénio, oferecendo condigbes fundamentais

para a reconstituicdo do novo tecido.



Pereira, L, X Literatura consultada

2.2.4 Fase de Remodelacao

O processo de reparo conclui-se com a remodelacao tecidual, fase
caracterizada pela redugdo da proliferagdo celular, apoptose de células
endoteliais, macréfagos e miofibroblastos. O local do reparo tecidual passa a
conter principalmente colageno e outros componentes da matriz (GURTNER et
al., 2008; KONDO & ISHIDA, 2010). Nesta fase, o organismo busca um
equilibrio entre a producao e degradacao dos componentes da MEC, processo
mediado pelas MMPs, proteases responsaveis pelos varios ciclos de
degradacdo e que podem ser liberadas por macréfagos e outras células
(DEVALARY et al., 2011). Em conjunto, ocorre uma reorganiza¢ao das fibrilas
de colageno recém-sintetizadas, ressintese e rearranjo dos componentes da
matriz, dentre eles a substituicdo de colageno do tipo Il pelo colageno do tipo |,
de forma a tornar o novo tecido mais resistente (BALBINO et al., 2005;
DELAVARY et al., 2011; REINKE & SORG, 2012).
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Figura 03: A ilustracdo mostra as principais etapas do processo de cicatrizagdo. A)
Hemostasia - caracterizada pela agregacao plaquetaria com a formacao do tampao
hemostatico. Inflamatéria - recrutamento de células de defesa, os mastécitos e os
neutréfilos. Além disto ha um influxo de monécitos para a regido com consequente
diferenciagdo em macrofagos para a fagocitose de restos celulares. B) Proliferacao —
formacdo de novos vasos sanguineos proliferagdo de queratindcitos para a
reepitelizacao e migracao de fibroblastos, estes para a renovagédo da matriz e, que sob
estimulos especificos se diferenciam em miofibroblastos, células importantes para a
contragdo da lesdo. C) Remodelagédo — redugdo dos vasos sanguineos e de células;
atuacao de proteinases e substituicdo dos tipos de colageno, induzindo maior
resisténcia ao tecido. Fonte: modificado de GURTNER et al., 2008.
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2.3 Mastocitos na cicatrizacao

Os mastécitos células que derivam de precursores hematopoiéticos, sdo
caracterizadas morfologicamente pelo citoplasma rico em grénulos
metacromaticos e funcionalmente pela capacidade de migracao para os tecidos
periféricos. Funcionalmente importantes em processos inflamatérios e nas
reacbes de hipersensibilidade imediata, carregam em seus granulos
mediadores biologicamente ativos que séo liberados por exocitose mediante
estimulos externos, mecanismo descrito como desgranulacdo (STONE et al.,
2010).

Dentre alguns importantes mediadores constituintes dos gréanulos
citoplasmaticos listam-se os mediadores primarios, a saber, heparina,
histamina, proteases neutras (triptase, quimase e carboxipeptidases), fator
quimiotatico para eosindéfilos (ECF) e fator quimiotatico para neutréfilos (NCF).
Credita-se ainda aos mastdcitos recém ativados a importante funcao na sintese
de mediadores secundarios de acao paracrina, convertidos do acido
araquidbnico para o grupo dos eicosandides, quais sejam o0s leucotrienos (C,,
D4, e E4), tromboxanos (TXA, e TXB,) e prostaglandinas (PDG,), além de
citocinas como bradicininas, interleucinas (IL-4, IL-5, IL-6) e fator de necrose
tumoral (TNF-a) (NOLI & MIOLO, 2001; STONE et al., 2010).

Visto a localizacdo dos mastocitos e os mediadores por eles liberados,
estas células mostram-se atuantes no processo de reparo e diversos estudos
tem evidenciado o papel destas células durante a cicatrizagdo (NISHIKORI et
al., 1998; SASAKI et al., 2003, WELLER et al., 2006; NG, 2010; FOLEY et al.,
2011; YOUNAN et al., 2011).

Durante a fase inflamatdria, células endoteliais tornam-se ativadas e
liberam moléculas como fatores-célula tronco (SCF) e IL-3, que atuam nos
mastoécitos, levando a sua proliferagédo e migracdo (METCALFE et al., 1997).
TGF- B, importante citocina do processo de reparo tecidual, também atua na
quimiotaxia dos mastécitos (HALOVA et al., 2012). Estas células sao
importantes nesta fase por liberarem mediadores que ditam a vasodilatacao,
como a histamina, prostaglandinas e leucotrienos; mediadores que levam a
maior permeabilidade dos vasos, como o fator de crescimento endotelial

vascular; e mediadores que levam a degradacao de parte da MEC, como as
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proteases, 0 que, desta maneira, favorece a quimiotaxia para as primeiras
células inflamatérias a atuarem no reparo, os neutréfilos (NG, 2010).

Na fase proliferativa do processo de cicatrizacdo, em que fibroblastos
estdo em plena atividade, participando na deposicao de nova MEC, a liberacao
de SCF ajuda a manter a proliferagdo, quimiotaxia e ativacado de mastécitos
(METCALFE et al.,, 1997; ZOOG et al., 2009). Estudos com mastocitos
humanos tem mostrado que estes por sua vez podem promover a proliferacao
e ativacao dos fibroblastos (GRUBER et al., 1997; TRAUTMANN et al., 2000;
GARBUZENKO et al., 2002; STONE et al., 2010). Os mastdcitos também
podem participar do controle dos processos de reepitelizacdo e angiogénese
que se dao nesta fase, por secretarem HB-EFG e fatores de crescimento
endoteliais (ARTUC et al., 1999 e 2002).

Na fase de remodelacdo, os mastocitos atuam através da liberacdo de
serino proteases, MMPs e seus inibidores, levando a um equilibrio entre
sintese e degradacao da nova MEC (NG, 2010).

Fatores de
Crescimento

Aminas Vasoativas Q. : TGF -4
e » . ( [ ] P
" o :

Histamina l
Fase
Proliferativa
Fase
Inflamatoria

® 9 O “
%A e(De ' @
Mediadores @ Ooo o.e f Proteases

Inflamatorios ® o @ Y l
Eicosanoides 5 - Fase de
. Remodelagao

Figura 04: Esquema de mastdcito indicando exemplos de mediadores liberados por
esta célula e em qual fase do processo de reparo eles atuam. Fonte: modificado de
NG, 2010.
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2.4 Fibroblastos e miofibroblastos na cicatrizacao

Uma das principais células presentes no tecido de granulacao durante a
cicatrizacdo sao os fibroblastos. Tais células derivam de células tronco
mesenquimais, sdo caracteristicamente fusiformes e apresentam-se dispersas
na MEC que sintetizam. Entre os componentes da matriz, os fibroblastos sao
responsaveis por sintetizarem diferentes tipos de colageno e glicoproteinas
adesivas. Estas células também sintetizam e liberam as proteases que
participam da degradacao da matriz, exercendo papel importante para o
equilibrio entre producdo e quebra desta durante o processo de reparo.
(TOMASEK et al., 2002; KALLURI & ZEISBERG, 2006; BUCALA, 2012).

Quando o tecido sofre uma lesdo, alguns estimulos, como diversos
fatores de crescimento liberados pelas células epiteliais lesionadas e células do
infiltrado inflamatério, levam os fibroblastos a aumentarem sua atividade e
estes sao classificados como estando ativados (ZEISBERG et al., 2000). Nesta
condicdo de ativacdo durante o processo de reparo, os fibroblastos passam a
sintetizar grande quantidade de constituintes da matriz, funcdo que o
caracteriza com nucleo predominantemente  eucromatico, reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) bem desenvolvido e proeminentes complexos de
Golgi (KALLURI & ZEISBERG 2006).

No decorrer do processo de reparo, alguns fibroblastos se diferenciam
em miofibroblastos, cuja principal caracteristica é a expressdo de actina de
musculo liso-a. Esta diferenciacdo se da em resposta a modificagbes na
organizacao, composicao e propriedade mecanica da matriz e em resposta a
citocinas liberadas de células inflamatérias, como fator de crescimento
transformante (TGFPB1) (HINZ, 2007; MICALLEF et al., 2012). Sua identificagdo
a microscopia eletrénica é possivel gracas principalmente a presenca de feixes
de microfilamentos dispostos paralelos ao longo do eixo da célula, além de
outras caracteristicas, como proeminente RER e presenca de fibronexus que
consistem de pontos na superficie celular de convergéncia de miofilamentos
intracelulares e filamentos extracelulares de fibronectina (EYDEN 2001; ITO et
al., 2011; SANDBO & DULIN 2011). Estas células exercem também a funcgéo
de sintese de matriz, participando da remodelacao do tecido de granulacao,
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além da funcao de desenvolver forca contratil, atuando na contracao da ferida.
No final do processo de reparo em condicdes fisioldgicas, tais atividades
secretorias e contrateis dos miofibroblastos cessam e estas células sofrem
apoptose (REINKE & SORG, 2012). Porém, em casos de fibrose e formacgao
excessiva de cicatriz, verifica-se a permanéncia da ativacdo dos
miofibroblastos (THANNICKAL, 2012; MICALLEF et al., 2012).

| Fibroblasto |

C'"" ““““ -) RER e Ap Golgi
s

_tropocolageno
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¢
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Glicoprotsinas “PO 1] / “po |
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proteoglicanas i '
Colageno '
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Contragdio daferida
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Figura 05: O esquema ilustra duas células importantes durante o processo de reparo.
Em A observa-se um fibroblasto com algumas particularidades de atividade sintética,
como a presenca de organelas especializadas em sintese (RER e complexo de Golgi).
Em B observam-se os miofibroblastos, células que carregam como fundamental
caracteristica a expressao de actina de musculo liso (esquema). Além de também
contribuirem para a sintese de matriz, os miofibroblastos agem na contracdo da ferida.
Fonte: modificado de DELABIO-FERRAZ et al., 2010.
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2.5 Complicacoes no Processo de Cicatrizacao

Por se caracterizar como um mecanismo complexo, o0 processo de
cicatrizacdo esta sujeito a alteracdes bioquimicas e fisioldgicas, decorrentes de
enfermidades e/ou infecgcdes. A ocorréncia de um disturbio no processo
reparativo pode levar a duas consequéncias: atraso do reparo da lesao,
ocasionando feridas crbnicas ou formacao de cicatriz em excesso, o que pode
levar ao desenvolvimento de queldides (BRAN et al., 2009).

Feridas cronicas sado frequentes em pacientes que apresentam
enfermidades como diabetes, doenca arterial periférica, as quais muitas vezes
estdo associadas a hipertensado, obesidade e aterosclerose. Tais doencas
podem levar a inadequada perfusdo sanguinea e inadequada oxigenacao de
tecido, caracteristicas relacionadas ao atraso da cicatrizagcdo de feridas
podendo levar ao quadro de Ulceras crénicas (ESCANDON et al.,, 2011).
Alteracdes metabdlicas nos casos de diabetes estdo muitas vezes associadas
as Ulceras crénicas de membros inferiores, o0 que aumenta o risco de
amputacdo em pacientes diabéticos (FANG & GALIANO, 2008), fato
preocupante visto que o numero de individuos diabéticos tende a crescer nas
préximas décadas (WILD et al., 2004). Além das enfermidades ja citadas, a
anemia falciforme também tem sido relacionada ao desenvolvimento de Ulceras
de perna, apresentando um quadro de cicatrizacdo lenta e lesao recorrente
(PALADINO, 2007). Além disso, ulceras decorrentes do desenvolvimento de
tumores também tem sido relatadas na literatura (BHATTACHARJEE et al.,
2010; DINATO et al., 2011).

Ja as cicatrizes hipertroficas ou queldides podem ser decorrentes de
alguma desordem fibroproliferativa, que levem a sintese excessiva de matriz
e/ou impedimento de sua degradacado (BRAN et al., 2009). Esse desequilibrio
da fase de remodelacdo pode ter varios fatores relacionados, tais como o
descontrole da apoptose de fibroblastos, a atividade anormal de fatores de
crescimento e citocinas que estimulam a proliferacdo, migragdo celular e a
producdo de matriz, além da sintese deficiente de fatores que degradam a
matriz e tensdo mecénica (LUO et al., 2001; BRAN et al., 2009; LI et al., 2011).
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2.6 Uso de plantas na cicatrizacao

O Brasil, pela sua rica biodiversidade, apresenta em seus recursos
naturais possibilidades reais de cura para diversas enfermidades (MACIEL et
al., 2002), dentre elas a acdo dos extratos de plantas no processo de
cicatrizagcdo. A utilizacao topica de extrato de ipé-roxo (Tabebuia avellanedae)
e barbatimao (Stryphnodendron adstringens) mostrou acao efetiva no processo
de cicatrizacdo em feridas cutdneas de ratos sob hipertensdo venosa
(COELHO et al.,, 2010). O extrato aquoso do babacu (Orbignyaphalerata),
aplicado intraperitonealmente um dia antes do processo operatério em ratos,
também apresentou resposta positiva na cicatrizacao tecidual destes animais
(MARTINS et al., 2006). O éleo de pequi (Caryocarcoriaceum) quando utilizado
no tratamento de feridas de pele em camundongos Swiss, reduziu area da
lesdo e aumentou porcentagem de contracdo da lesao (DE OLIVEIRA et al.,
2010). Uma lectina extraida de Cratylia mollis, leguminosa conhecida como
camaratuba, mostrou-se efetiva no tratamento de lesdes cutaneas
experimentais em camundongos Swiss (DE MELO et al., 2011).

Frente a estes resultados, sugere-se que 0s principios ativos de plantas
promovam efeitos que podem controlar os mecanismos de inflamacéo e/ou o
recrutamento de células como macrofagos, mastécitos, fibroblastos ou a acéo
destas células no local da lesdo. Qualquer interferéncia em algum processo
das fases da cicatrizacdo que desencadeie um reparo melhor e em menor
tempo torna-se interessante para a busca de novos tratamentos de lesées.

Selecionamos duas plantas para o desenvolvimento do presente estudo
reconhecidas na medicina popular por suas acées analgésica e antiinflamatéria
em disfun¢des gastrointestinais. Para uma das plantas ja foram feitos estudos
farmacolégicos que demonstraram seus efeitos como antiinflamatérios,
antioxidantes, hepatoprotetor, antihiperglicémico, antiviral e antibacteriano. No
caso da segunda planta os estudos cientificos sao ainda incipientes, embora ja
se tenha o conhecimento etnobotanico, que demonstraram seus efeitos,

semelhantes a primeira planta.
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2.7 Uso de plaquetas na cicatrizacao

Além de plantas, varios produtos sintéticos ou de origem animal, sédo
também utilizados na investigacao para um melhor processo de reparo.

As plaquetas sdo fonte de diversos fatores de crescimento e outros
mediadores, como citocinas e quimiocinas, conhecidos por promover
proliferacdo celular e quimiotaxia, processos importantes no desenvolvimento
cicatricial (NURDEN, 2011). Dentre os procedimentos normais da rotina de
trabalho dos 6rgaos institucionais de coleta voluntaria de sangue, € realidade e
necessario o descarte de plaguetas ja estocadas por cinco dias de
armazenagem, devido ao seu curto prazo de validade. No entanto, foi
demonstrado que mesmo apds seu vencimento, as plaquetas continuam a
apresentar sua eficacia no tratamento de ulceras (SUM et al., 2007). Desta
forma, nos ultimos anos, muitos pesquisadores focaram nesta caracteristica
relevante e estudos avaliando a utilizacdo de plaquetas no favorecimento da
cicatrizacdo de feridas de pele tem sido bastante presentes na literatura.
HARRISON-BALESTRA et al (2002) mostraram que um gel baseado em fator
de crescimento derivado de plaquetas humanas foi efetivo no tratamento de
Ulceras cronicas. Em outro estudo com pacientes apresentando Ulceras
cronicas, o tratamento com gel de plaquetas autélogo levou a uma melhora
significativa das feridas (MAZZUCCO et al., 2004). Em estudo com modelo
animal diabético, a aplicacdo de plasma rico em plaguetas em lesédo cutanea
induzida nestes animais, resultou em melhor desenvolvimento do tecido de
granulagao e resposta angiogénica (PIETRAMAGGIORI et al., 2006, 2008). O
uso de gel de plaquetas alégenas também demonstrou resultado positivo no
inicio do processo cicatrizacdo em um estudo piloto realizado com pacientes
que apresentavam Uulceras de pressao (SCEVOLA et al.,, 2010). Em outro
recente estudo piloto, pacientes com Ulcera cronica de pele decorrente de
esclerose sistémica tratados com gel de plaquetas mostraram significativas
melhoras em curto intervalo de tempo (GIUGGIOLI et al. 2011). Camundongos
cujas les6es excisionais foram tratadas com plasma humano rico em plaquetas

apresentaram rapida regeneracao dermal e epidermal (YANG et al., 2011).
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3. Justificativa

Na expectativa de se descrever novos tratamentos para lesdes de pele,
buscou-se analisar o potencial de reparo tecidual de duas espécies de plantas
associadas ou nao as plaquetas, através das técnicas de microscopia de luz e
eletrénica de transmissao.

As andlises histolégicas de fragmentos de tecido lesionado no decorrer
do seu processo de cicatrizacdo sob diferentes tratamentos podem traduzir a
dindmica do processo cicatricial, indicando possiveis alteracées celulares e
teciduais. Em ultima andlise, os estudos podem sugerir como determinado
tratamento atua na reparacdo do tecido, seus beneficios ou ndo, na proposta
de efetivar a cicatrizagdo com qualidade.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de reparo tecidual de duas espécies de plantas e de
plaquetas através das técnicas de microscopia de luz e eletrbnica de

transmissao.

4.2 Objetivos especificos

e Quantificar os mastécitos presentes na regido de cicatrizacao através de
microscopia de luz;

e |dentificar e quantificar os miofibroblastos presentes na regido de
cicatrizacdo através da técnica de imunohistoquimica;

e Analisar as fibras de colageno e fibras reticulares da matriz extracelular
na area de cicatrizagcdo, através de andlises morfométricas a
microscopia de luz;

e (Caracterizar a ultraestrutura de fibrilas de colageno, fibroblastos e
miofibroblastos presentes na regido de cicatrizacdo de todos os grupos
experimentais, através da técnica de microscopia eletrbnica de

transmisséo (MET).
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5. Material e métodos

O presente trabalho foi desenvolvido segundo as recomendacdes éticas
em experimentacdo animal, de acordo com o Colégio Brasileiro de
Experimentacdao Animal, consoante a legislacao brasileira que regulamenta
esta atividade, sendo o mesmo aprovado pelo comité de ética em pesquisa
envolvendo animais (UFSJ-CEPEA n? 08/2009).

5.1 Animais

Para a execucdo dos experimentos foram utilizados 60 camundongos
machos da linhagem Swiss com idades entre 4 e 6 semanas, acondicionados
em gaiolas plésticas individuais, com livre acesso a 4gua e ragdo e mantidos
em controle de fotoperiodo de doze horas claro/escuro em gabinete de
experimentacdo, no biotério do Campus Centro-Oeste Dona Lindu da
Universidade Federal de Sao Joao Del-Rei.

5.2 Coleta, identificacao e obtencao dos extratos do material vegetal

As amostras das plantas selecionadas para o estudo foram coletadas e
preparadas para a obtengdo do extrato. A parte da planta utilizada para
obtengcédo do extrato foram as flores. Realizou-se entdo a secagem das flores
em estufa sem circulacdo de ar, empregando temperaturas entre 35 e 40°C.
Ap6s secagem, a planta foi pulverizada (triturada) em moinho obtendo assim
amostras da droga vegetal.

A extracdo da droga foi feita pelo método de percolacdo cujo processo
consiste na deposicao da droga vegetal (100g) em um funil de separacao sobre
a qual é vertido inicialmente 400 mL do liquido extrator (alcool 70%) e assim
permanece por 16 horas. Este procedimento de maceragdo resulta na
impregnacao dos principios soluveis da planta no liquido. Apés este tempo, o
funil é aberto para filtracdo com velocidade de gotejamento de 20 gotas por
minuto, aproximadamente, sendo realizada renovagcdo constante do liquido
extrator. O extrato bruto liquido resultante foi acondicionado em tubos tipo

falcon, os quais foram mantidos em ultrafreezer e posteriormente seguiram
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para o processo de desidratacao por liofilizacao (liofilizador LiobraskK105), para
obtencao do extrato bruto em po, o qual foi adicionado ao gel base.

5.3 Obtencao do liofilizado de plaquetas

As plaquetas consideradas para descarte foram doadas pelo Servigo de
Hemoterapia e Hematologia, Divindépolis (MG). 50 mL de plaquetas foram
diluidas em 200 mL de solugdo ACD pH 6.8. Em seguida esta solugao foi
dividida em 3 tubos falcon estéreis e centrifugados a 1500G por 15min. Apos a
centrifugacdo os sobrenadantes foram desprezados e os pellets ressuspensos
em 5 mL de Tampao Tyrodes. Estas solugdes, contendo as plaquetas,
permaneceram sob agitagcdo por 2 horas. Apds este periodo foi adicionada
Albumina de soro bovino (BSA) a 5% do volume total (g/v). A solucdo foi
congelada a -20°C por aproximadamente 1 hora e em seguida, transferido para
superfreezer (-80°C). Antes da liofilizagdo as amostras foram resfriadas em
Nitrogénio liquido. O liofilizado foi adicionado ao gel na mesma proporcéao

usada no preparo dos extratos vegetais.

5.4 Inducao da lesao, tratamento e coleta do tecido

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 6 grupos com 10
animais cada. Posteriormente, os animais de cada grupo foram divididos em 2
subgrupos de acordo com o tempo de sacrificio, apdés nove e 21 dias de
tratamento (Tabela 1). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais

identificadas.
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GRUPOS ANIMAIS TRATAMENTOS TEMPO DE SACRIFICIO
Grupo 1 1A até 1E  Gel base — controle 9 dias
1F até 1J 21 dias
Grupo 2 2A até 2E  Extrato da planta A 9 dias
2F até 2J em gel 21 dias
Grupo 3 3A até 3E  Extrato da planta A 9 dias
3F até 3J + plaquetas em gel 21 dias
Grupo 4 4A até 4E  Extrato da planta B 9 dias
4F até 4J em gel 21 dias
Grupo 5 5A até 5E  Extrato da planta B 9 dias
5F até 5J + plaguetas em gel 21 dias
Grupo 6 6A até 6E 9 dias
6Fat6e) " laquetasem gel 21 dias

Tabela 01: Tabela especificando os grupos experimentais, identificacdo dos animais e

tratamentos aplicados a cada grupo.

Os grupos receberam cdédigos de estudo “cego”, ou seja, ocultando a
natureza do tratamento administrado, até o término das analises.

Ap6s pesagem, os animais foram anestesiados com solugdo de
Ketamina 50mg/Kg, Xilazina 20mg/Kg. Em seguida, realizou-se a tricotomia na
regido toracico-dorsal, area selecionada para evitar o contato do proprio
animal, além ser a comumente usada para a inducdo de feridas, conforme
literatura (LEE et al., 2011; SILVA SANTOS et al, 2010). Uma vez
tricotomizada, uma 4rea de 1 cm de didametro delimitada e marcada com azul
de violeta era submetida a uma excisao circular com material cirurgico. (Figura
06).
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Figura 06: Les&o excisional de 1cm de didmetro induzida nos animais.

O tratamento consistiu da aplicacdo de 45 mg do gel, quantidade
suficiente para cobrir toda a area da lesao, sendo que cada animal recebeu o
gel especificado de acordo com os grupos apresentados na Tabela 01. Este
procedimento foi iniciado no mesmo dia da indugéo da lesdo e seguiu durante
nove e 21 dias, sendo 0s géis aplicados uma vez ao dia, sempre no mesmo
horario.

As coletas para as analises foram realizadas no 9° e 21° dias apds o
inicio do tratamento, de acordo com a literatura (PIETRAMAGGIORI et al.,
2008). No presente trabalho, foram sacrificados cinco animais de cada grupo
tratado no 9° dia, e os demais no 21° dia. De cada animal foram coletados
fragmentos de pele da area lesionada, estes conduzidos aos processamentos
metodoldgicos destinados as analises que serdo descritas abaixo.

5.5 Processamento das amostras

5.5.1 Processamento histologico para analise de fibras colagenas e
reticulares

Fragmentos coletados no 9° e 212 dias foram fixados em por imersao em
liquido de Bouin por 24 horas e processados para as analises das fibras
colagenas e reticulares a microscopia de luz. Os fragmentos foram submetidos
as etapas de desidratacdo, em série crescente de alcool (70° 80° 909,
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absoluto |, absoluto Il e absoluto Ill) seguido das etapas de diafanizacdo em
solucdo de xilol e impregnacdo e inclusdo de rotina em parafina. Os blocos
foram submetidos a microtomia, obtendo-se seccdes de 5 ym de espessura
coletadas em laminas histoldgicas.

As andlises das fibras colagenas e das reticulares seguiram
metodologias de coloragéo especificas.

5.5.1.1 Coloracao com tricromico de Gomori

Esta técnica marca as fibras colagenas na cor verde. Apds os
procedimentos de desparafinar e hidratar as laminas, estas foram lavadas e re-
fixadas em Bouin por 1 hora em estufa de 56°C. Ap6s nova lavagem de 10
minutos em agua corrente, foram coradas com Hematoxilina por 1 minuto,
lavadas em agua corrente por mais 10 minutos e coradas com Gomori por 20
minutos. Em seguida, eliminou-se o excesso do corante com banhos de agua
corrente (30”) e imersdao em solugdo de acido acético e acido fosfotungstico,
por 2 minutos. O processo seguiu com a desidratacdo e diafanizagao,

finalizando com a montagem das laminas.

5.5.1.2 Coloracao com reticulina

Esta técnica é utilizada para marcagéo das fibras reticulares (colageno
do tipo Ill). Para esta coloragdao, ap6s os procedimentos de desparafinar e
hidratar as laminas, estas sao lavadas em agua destilada e acondicionadas em
solucao de 0,3 ml de acido sulfirico em permanganato de potassio a 0,5% (0
qual deve ser preparado 3 dias antes do uso) durante 2. Apds lavagem das
laminas em agua corrente (5’) e em agua destilada, estas sdo imersas em
acido oxalico (5%) até descoloracao dos cortes (+ 25”). Posteriormente, lava-se
as laminas em agua corrente (5’) e agua destilada e estas sao tratadas com
alumen de ferro (sulfato ferroso amoniacal) a 2% durante 2. Lava-se
novamente as laminas em agua corrente (10’) e em agua destilada e estas sédo
imersas em solucao de carbonato de prata durante 2. Ap6s lavagem em agua
destilada rapidamente (10”), as laminas permanecem em formol a 6% sob

agitamento e sdo posteriormente lavadas em agua corrente. Segue-se com
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imersao das laminas em cloreto de ouro a 0,2% até os cortes ficarem cinza (5’)
e em seguida lava-se em agua corrente (5’). As laminas sdo entado tratadas
com hipossulfito de sédio a 5% por 2' e lavadas em agua corrente por 5.
Segue-se entdo com os processos de desidratacdo, diafanizacdo e montagem

das laminas.

5.5.2 Processamento histoldgico para analise de mastécitos

Para esta andlise foram utilizados fragmentos coletados no 9° dia,
periodo com sinais tipicos de atividade de cicatrizacdo. As amostras seguiram
procedimentos para inclusdo em resina de metacrilato, técnica padronizada
pelo nosso grupo e que ja foi utilizada para analise de mastécitos (Chiarini-
Garcia & Pereira, 1999; Chiarini-Garcia et al., 2000) e que tem mostrado
melhor resultado quanto ao detalhamento dos componentes teciduais. O
material foi fixado em solucao de Karnovisk modificado (paraformaldeido a 2%
+ glutaraldeido a 2,5%) durante 18h e seguiu para o procedimento de
desidratacdo em série alcodlica crescente (702, 802, 90°, 95° e absoluto) por 40’
em cada. Posteriormente, as amostras seguiram para a fase de infiltragdo (na
proporcao de resina de metacrilato usada 1x onde permaneceram durante 30'.
Ap6s esse tempo, a resina usada foi substituida por resina nova, onde as
amostras permaneceram overnight, sob agitamento. Nova solug¢ao de resina de
metacrilato foi preparada no momento da inclusdo, na qual foi adicionada uma
solucdo endurecedora. As amostras foram entdo incluidas nesta resina recém
preparada e permaneceram em temperatura ambiente até a polimerizacéao
completa. Seguiu-se para a etapa de microtomia obtendo-se seccoes semi-
seriadas de 3um de espessura e 10um de espacamento entre elas. Os cortes
foram corados com azul de toluidina, para evidenciagdo dos mastécitos.

5.5.3 Processamento imunohistoquimico para analise de miofibroblastos

Fragmentos coletados no 92 dia foram fixados em formol 10%, mantidos
em temperatura ambiente e submetidos aos procedimentos padrdo para
impregnacdo e inclusdo em parafina. Os blocos foram submetidos a
microtomia, obtendo-se seccdes de 5 um espessura coletadas em laminas
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histoldgicas silanizadas. Apds as etapas de desidratacdo e diafanizacdo as
laminas foram imersas em meio de citrato de soédio para recuperacao
antigénica, em banho-maria por 20 minutos. Em seguida as laminas foram
incubadas com peréxido de hidrogénio (3%) para bloqueio da peroxidase
enddgena, lavadas em PBS e incubadas com albumina de soro bovino (BSA)
2% por 40 minutos para o blogqueio protéico. Apds o bloqueio, as laminas foram
lavadas com PBS e incubadas com anticorpo primario a- actina de musculo liso
(a-Smooth Muscle Actin — a-SMA) (DAKO®) diluido (1:100) por 1h em camara
umida. Como controle utilizamos uma lamina para a qual foi omitido o anticorpo
primario. Apés lavagem em PBS, as laminas foram entao incubadas com link
(amarelo) durante 40 minutos, seguido de lavagem em PBS e posterior
incubagdo com streptavidina (vermelho) durante 30 minutos, seguido de nova
lavagem em PBS. Entdo, devolveu-se a atividade da peroxidase com DAB
(1:2). As laminas foram lavadas em &gua corrente por 10 minutos, contra-
coradas com Hematoxilina por 20” e lavadas novamente em agua corrente
durante 5 minutos. Seguiram entdo para os processos de desidratacao,

diafanizagdo e montagem.

5.5.4 Processamento do material para analises a microscopia eletronica
de transmissao

Para esta analise, seguimos com os procedimentos de rotina para MET
ja padronizados por nosso grupo. Fragmentos coletados no 92 dia foram
fixados em Karnovsky modificado (PA 2% + GA 2,5%) por cerca de 18 horas,
lavados em tampao fosfato 0,1M e pos-fixados em solucdo de tetréxido de
6smio reduzido (solugdo de 1% de tetroxido de ésmio e 1,5% de ferrocianeto
de potassio) por 1Th em camara escura. Apds lavagem com agua destilada, os
fragmentos de pele foram contrastados em bloco com solugdo aquosa de
acetato de uranila a 2% overnight. Seguiu-se entdo para a etapa de
desidratacdo em série crescente de alcool 50°%, 70°, 85°, 95° (2 vezes de 10
minutos cada), absoluto (3 vezes de 10 minutos) e acetona (2 vezes de 20
minutos). A etapa seguinte foi de infiltracdo em solugdo de acetona-resina
Epon, nas seguintes proporcdes respectivamente: 2:1 durante 1h, 1:1 durante
mais 1h e posterior proporgao de 1:2 overnight. No dia seguinte, os fragmentos
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foram transferidos para resina Epon pura, na qual permaneceram por 5h. Os
fragmentos foram mantidos sob homogeneizacdo lenta, a temperatura
ambiente durante toda a etapa de infiltracdo. Os fragmentos foram entédo
incluidos em solugao pura de resina Epon, acondicionados em capsulas BEEM
(Ted Pella, Inc. Cat # 660-2) e mantidas em estufa a 60°C. Apds 48h, seguiu-se
para a etapa de microtomia com a obtencao de cortes semi-finos de 1uym de
espessura, corados com azul de toluidina, etapa imprescindivel para a selecao
das areas destinadas para a obtencdo de seccdes ultra-finas (50 nm de

espessura) e analise ao microscépio eletrénico de transmissao.

5.6 Analises morfométricas

5.6.1 Fibras colagenas e reticulares

A quantificacao do colageno foi realizada segundo RUSSO et al. (2009),
com algumas adaptagdes para nosso material. Imagens digitais do material
preparado nas laminas foram capturadas com uma camera fotografica digital
acoplada ao microscépio, utilizando objetiva de 40x. Foram analisadas 10
imagens da regido de cicatrizacdo para cada animal, com n=3-5 por grupo para
cada tempo (9 e 21 dias), sendo as areas coradas em verde pelo tricrdmico de
Gomori (correspondentes ao colageno) e em negro pela reticulina
(correspondentes as fibras reticulares) medidas através do software Axion
Vision 4.8. Este programa permite a selecao de pixels de cor especificos e
automaticamente o programa seleciona pixels semelhantes, individualizando
diferentes cores selecionadas. Desta forma, foi possivel calcular a média das
areas marcada por mm?2, sendo este indice utilizado para descrever a

deposicao de colageno na regido de cicatrizagao.

5.6.2 Anadlise quantitativa de mastocitos

A quantificagdo dos mastécitos foi realizada a microscopia de Iluz
utilizando objetiva de 40x, percorrendo as areas de borda e as de tecido de

granulacdo, em 4 secc¢oes de cada animal, sendo o n=3-5 por grupo para o
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tempo de nove dias. Somou-se a contagem das sec¢des de cada animal,
calculou-se o numero de mastécitos por mm2 de area de borda e de area de
tecido de granulacdo, que foram somados a fim de se obter este valor para a
area total. Para medir as areas analisadas, imagens digitais foram obtidas
utiizando camera fotogréafica digital Q-Color 3 da Olympus acoplada ao
microscopio Olympus BX-51, utilizando objetiva de 4x e analisadas através do
software Image Pro Express. As areas de epitélio, foliculos e glandulas foram
excluidas para a medida da area (Figura 07).

Figura 07: A &rea delimitada em vermelho corresponde a é&rea de tecido de
granulagéo. A area delimitada em amarelo corresponde a area de borda.

5.6.3 Analise quantitativa de miofibroblastos

A quantificagdo de miofibroblastos foi realizada na area de tecido de
granulacdo da regiao de cicatrizacao. Células fusiformes marcadas com a-SMA
foram identificadas, realizando sua contagem em microscépio de luz, utilizando
objetiva de 100x com éleo de imersao, percorrendo 15 campos. A area do
campo analisada foi medida com régua acoplada a ocular. Fez-se a média da
contagem dos campos e utilizando a medida da area, calculou-se o numero de

células por mm? de area analisada.
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5.7 Analise estatistica

Para as variaveis porcentagem da deposicdo de fibras reticulares e
porcentagem da deposicdo de colageno foi utilizado o delineamento
experimental inteiramente ao acaso em arranjo fatorial 6x2, sendo 6 o numero
de plantas e 2 0 numero de dias avaliados. Para as variaveis numero de
mastécitos/mm2 e numero de miofibroblastos/mm?2 utilizou-se delineamento
inteiramente ao acaso composto por 6 tratamentos.

As variaveis foram submetidas ao teste de Cochran e Shapiro-Wilk para
verificar a homogeneidade de variancias e distribuicdo de normalidade dentro
do grupo experimental. Como os dados respeitaram estes principios foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias dos resultados
comparadas pelo teste SNK para as varidveis porcentagem da deposicao de
fibras reticulares e porcentagem da deposicao de colageno; e pelo teste t para

as variaveis numero de mastocitos/mmz2 e nimero de miofibroblastos/mmz.
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6. Resultados

6.1 Quantificacao dos mastdcitos na regiao de cicatrizacao nove dias

apos inducao da lesao

Os mastécitos apresentaram-se com sua caracteristica metacromasia
qguando corados com azul de toluidina, permitindo sua identificacdo e contagem
(Figura 08).

O numero de mastdcitos foi significantemente maior em feridas tratadas
apenas com plaquetas, quando comparado aos demais grupos. Foi observado
que o grupo tratado com a planta A exibiu um numero significantemente maior

de mastécitos em relagdo ao grupo controle. (Figura 09).
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Figura 08: Micrografia de luz representativa da marcacao para mastocitos através de
coloragdo com azul de toluidina. Em A observa-se regido da pele da borda da leséo
com mastécitos distribuidos na derme. EP indica regido do epitélio. Barra = 30um. Em
B observa-se ampliacdo da area delimitada em A com mastdcitos indicados pelas

setas. Barra = 12um.
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Figura 09: Grafico mostrando o nUmero de mastdcitos por mm? de area da regiao de
cicatrizacao, compreendendo borda e tecido de granulacéo, nove dias ap6s a inducao
da leséao nos diferentes grupos. Resultado expresso como média (erro padréo).

(b) P<0.05 (c) P<0,001
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6.2 Quantificacao dos miofibroblastos marcados por a-SMA através de

imunohistoquimica

Definiu-se como miofibroblastos células fusiformes que mostraram
marcacao citoplasmatica para o anticorpo a-SMA, sendo a positividade
indicada em tons escuros (marrom), e assim identificadas, realizou-se sua
contagem (Figura 10).

Observou-se um numero significantemente menor de miofibroblastos
nos cinco tratamentos (planta A; planta A + plaquetas; planta B; planta B +
plaquetas; plaquetas) quando comparados ao grupo controle. Além disso,
notou-se numero significativamente maior de miofibroblastos no grupo tratado
com a planta A + plaquetas quando comparado aos demais tratamentos (figura
11).
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Figura 10: Micrografia de luz representativa da marcagao para miofibroblasto através
de imunohistoquimica para a-SMA. Em A observa-se regiao da pele da borda da leséo
com marcagao imunohistoquimica na derme. EP indica regido do epitélio. Barra =
30um. Em B observa-se ampliacdo da area delimitada em A com miofibroblastos
indicados pelas setas. Barra = 12um.
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Figura 11: Gréafico mostrando o numero de miofibroblastos por mm?2 de area de tecido
de granulagédo, nove dias ap6s indugdo da lesdo nos diferentes grupos. Resultado

expresso como média (erro padrao). (a) P<0.001 (c) P<0,05
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6.3 Avaliacao histolégica e morfométrica

6.3.1 Caracterizacao de fibras de colageno na regiao de cicatrizacao nove
e 21 dias apos inducao da lesao

6.3.1.1 Histologia

No 9° dia de tratamento, o grupo controle demonstrou fibras de
colageno, presentes na matriz, delgadas e orientadas aleatoriamente. No grupo
tratado com a planta A, observou-se uma variacao da espessura das fibras de
colageno, que se mostraram mais densas e com regides orientadas
paralelamente. No grupo tratado com a planta A associada a plaquetas, a
matriz apresentou fibras de colageno que variaram de delgadas a espessas e
com regides organizadas seguindo um mesmo sentido. No grupo tratado com a
planta B as fibras de colageno também mostraram variacdo na espessura, de
delgadas a espessas, porém dispostas em diferentes direcdes. No grupo
tratado com a planta B associada a plaquetas, as fibras colagenas da matriz
também mostraram variagcbes na espessura de delgadas a espessas, com
regides onduladas e orientadas paralelamente No grupo tratado com plaquetas
as fibras de colageno apresentaram de delgadas a espessas, nao orientadas
no mesmo sentido (Figura 12).

No 21° dia, observou-se grupo controle apresentando matriz com fibras
de colageno delgadas a espessas, as quais mostraram-se mais definidas e
orientadas paralelamente quando comparadas ao grupo controle analisado aos
nove dias. No grupo tratado com a planta A, houve maior deposicéao de fibras
de colageno que se mostraram bastante espessas e dispostas de forma
organizada. No grupo tratado com a planta A associada a plaquetas, a matriz
apresentou fibras de colageno espessas e com algumas regides tendendo a se
organizar num mesmo sentido, situacao que se repetiu no tratamento com a
planta B. No grupo tratado com a planta B associada a plaquetas, a matriz
apresentava fibras de colageno espessas e dispostas desordenadamente. No
grupo tratado com plaquetas as fibras de colageno apresentaram-se espessas
e dispostas sem orientagao definida (Figura 13).

-35-



Pereira, L, X Resultados

Figura 12: Fotomicrografias do tecido de granulacdo de lesdo de pele de
camundongos Swiss, aos nove dias apés indugéo da lesdo nos diferentes grupos: A)
Grupo controle; B) grupo tratado com a planta A; C) grupo tratado com a planta A
associada a plaquetas; D) grupo tratado com a planta B; E) grupo tratado com a planta
B associada a plaquetas; F) grupo tratado com plaquetas. A coloracdo com o
tricromico de Gomori permite a identificagdo das fibras colagenas (em verde)
entremeadas por inumeros nucleos de células (N) do tecido conjuntivo. As figuras
mostram também vasos sanguineos (vs), alguns sem hemacias e outros com
hemacias em seu interior. Observe que os grupos tratados (B a F) mostraram notavel
area de deposicao de colageno quando comparados ao grupo controle (A).

Barra = 30um.
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Figura 13: Fotomicrografias de luz do tecido de granulagéo de lesédo de pele de
camundongos Swiss, 21 dias ap6s inducdo da lesao nos diferentes grupos. A) Grupo
controle; B) grupo tratado com a planta A; C) grupo tratado com a planta A associada
a plaquetas; D) grupo tratado com a planta B; E) grupo tratado com a planta B
associada a plaquetas; F) grupo tratado com plaquetas. Observe as fibras colagenas
(em verde) nos grupos tratados, embora alguns grupos apresentem fibras orientadas
em sentidos diferentes (*) apresentam-se mais uniformemente distribuidas, sendo
também possivel identificar a ocorréncia de fibras coldgenas espessas em arranjos
mais regulares (cabegas de setas). Nucleo de células do tecido conjuntivo (N); vasos
sanguineos (vs) com ou sem hemacias no seu interior. Barra = 30um.
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6.3.1.2 Morfometria

Através da avaliagdo morfométrica, observou-se que nove dias apés a
inducdo da lesdo, todos os cinco grupos tratados (planta A; planta A +
plaquetas; planta B; planta B + plaquetas; plaquetas) apresentaram deposi¢ao
de colageno significativamente maior quando comparado ao grupo controle.
Comparando os dois tempos de andlise, todos os grupos apresentaram maior
deposicao de colageno aos 21 dias, e essa diferenca sé nao foi significativa
para o grupo tratado com a planta B + plaquetas. Analisando os tratamentos no
dia 21, observou-se que o grupo tratado com a planta A foi o que mostrou
maior deposicao de colageno, comparando ao controle e demais tratamentos
(Figura 14).
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Figura 14: Grafico da andlise morfométrica de &reas marcadas em verde pelo
tricrdmico de Gomori, mostrando a porcentagem (%) de deposigao de colageno na
regido de tecido de granulacao, nove e 21 dias ap6s inducéo da lesdo nos diferentes
grupos: 1) Grupo controle; 2) grupo tratado com a planta A; 3) grupo tratado com a
planta A associada a plaquetas; 4) grupo tratado com a planta B; 5) grupo tratado com
a planta B associada a plaquetas; 6) grupo tratado somente com plaquetas.
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6.3.2 Fibras reticulares (colageno do tipo Ill) na regidao de cicatrizacao
nove e 21 dias apos inducao da lesao

6.2.2.1 Histologia

No 99 dia, observou-se no grupo controle moderada freqiéncia de fibras
reticulares, delgadas e orientadas aleatoriamente. No grupo tratado com a
planta A, observou-se leve deposicdo de fibras reticulares dispostas sem
orientacdo definida. No grupo tratado com a planta A associada a plaquetas,
observou-se abundantes fibras reticulares que mostraram-se mais espessas e
dispostas em varios sentidos. No grupo tratado com a planta B observou-se
pouca deposicao de fibras reticulares dispostas de forma organizada. No grupo
tratado com a planta B associada a plaquetas, a matriz continha rica rede de
fibras reticulares, com regiées orientadas paralelamente. No grupo tratado com
plaquetas, observou-se maior freqiéncia de fibras reticulares orientadas de
maneira tortuosa (Figura 15)

No 212 dia observou-se escassa deposicao de fibras reticulares em
todos os grupos, controle e tratados. As poucas fibras detectadas pela
marcacao histolégica tendem a se distribuir ao redor de vasos sanguineos
(Figura 16).
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Figura 15: Fotomicrografias das fibras reticulares da area de tecido de granulagéo de
lesdo de pele de camundongos Swiss, aos nove dias apds inducdo da lesdo nos
diferentes grupos: A) Grupo controle; B) grupo tratado com a planta A; C) grupo
tratado com a planta A associada a plaquetas; D) grupo tratado com a planta B; E)
grupo tratado com a planta B associada a plaquetas; F) grupo tratado com plaquetas.
A coloracdo com reticulina indica em B e D menor deposi¢cdo das fibras reticulares
(marcacao em negro). Barra = 30um.
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Figura 16: Fotomicrografias das fibras reticulares da area de tecido de granulagéo de
lesdo de pele de camundongos Swiss, 21 dias apds inducao da lesdo nos diferentes
grupos. A) Grupo controle; B) grupo tratado com a planta A; C) grupo tratado com a
planta A associada a plaquetas; D) grupo tratado com a planta B; E) grupo tratado com
a planta B associada a plaquetas; F) grupo tratado com plaguetas. Note a rara
deposigédo de fibras reticulares em todos os grupos, pela baixa marcagdo em negro
(setas pretas). Barra = 30um.
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6.3.2.2 Morfometria

Através da avaliagdo morfométrica, observou-se que nove dias apés a
inducao da lesao, os grupos tratados com a planta A e tratados com a planta B
apresentaram deposicao de fibras reticulares significativamente menor quando
comparado ao grupo controle e aos demais tratamentos. Comparando os dois
tempos de andlise, todos 0s grupos apresentaram menor deposicao de fibras
reticulares aos 21 dias. Analisando os tratamentos no dia 21, n&o foi detectada
diferenca significativa na deposicdo de fibras reticulares entre os grupos

analisados (Figura 17).
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Figura 17: Gréfico representativo da analise morfométrica de fibras reticulares - areas
marcadas em negro pela reticulina, mostrando a porcentagem (%) de deposigéo de
fibra reticular na regiao de tecido de granulacédo, 9 e 21 dias ap6s a inducéo da leséo
nos diferentes grupos: 1) Grupo controle; 2) grupo tratado com a planta A; 3) grupo
tratado com a planta A associada a plaquetas; 4) grupo tratado com a planta B; 5)
grupo tratado com a planta B associada a plaquetas; 6) grupo tratado somente com
plaquetas.
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6.4 Avaliacao ultraestrutural da regiao de cicatrizacao nove dias apés
inducao da lesao

6.4.1 Fibrilas de colageno

A andlise ultraestrutural permitiu observar a organizagao do colageno no
tecido de granulacao, apés o 92 dia de reparo (Figura 18).

Foram detectadas algumas diferencas entre os grupos controle e
tratados. Observou-se que no grupo controle a matriz mostrou-se frouxa e foi
rara a identificagao de estruturas fibrilares longitudinais definidas, enquanto que
nos demais grupos, fibrilas de coladgeno foram mais freqlientes e mostraram
melhor definicdo. No grupo tratado com a planta A, observaram-se estruturas
fibrilares de colageno dispersas na matriz aleatoriamente e espacadas. No
grupo tratado com a planta A + plaquetas observou-se matriz mais compacta e
fibrilas de colageno organizadas préximas umas das outras, com tendéncia a
formacao de feixes. No tratamento com a planta B, observou-se freqientes
estruturas fibrilares de colageno, mostrando-se orientadas de organizacao
paralela em certas regides e aleatoriamente em outras. O grupo tratado com a
planta B + plaquetas mostrou matriz preenchida com fibrilas de colageno
dispostas paralelas e préximas umas as outras. E no tratamento apenas com
plaquetas, observou-se fibrilas de coldgeno dispersas e orientadas

paralelamente em certas regides da matriz.
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Figura 18: Eletromicrografias da regido de tecido de granulacdo de lesdes de pele de
camundongo Swiss, nove dias apds a inducdo da lesdo evidenciando fibrilas de
colageno. As setas indicam estruturas de fibrilas de colageno. A letra “F” e a seta
branca indicam parte de fibroblastos presentes na matriz — m=mitocéndria;
RER=reticulo endoplasmatico rugoso. A) Grupo controle; B) grupo tratado com a
planta A; C) grupo tratado com a planta A associada a plaquetas; D) grupo tratado
com a planta B; E) grupo tratado com a planta B associada a plaquetas; F) grupo
tratado somente com plaquetas. Barra =1 ym
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6.4.2 Fibroblastos

Fibroblastos dos grupos experimentais mostraram sinais de ativagao,
como nudcleo eucromatico e organelas de sintese ativados, embora nao
tenhamos quantificado através de analises morfométricas e/ou quantitativas. A
maioria dos fibroblastos de todos os grupos tratados, comparados com os do
grupo controle mostraram-se mais desenvolvidos em tamanho, apresentando
organelas como complexos de Golgi e reticulos endoplasmaticos rugosos em
maior extensdo. Eletromicrografias representativas de fibroblastos dos
diferentes grupos (Figura 19 A a F). Um outro resultado obtido através da
microscopia eletrbnica foi a deteccao da presenca de regides dilatadas do
complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico rugoso, situacdo verificada
comum a todos os grupos (Figura 19, G e H).
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Figura 19: Eletromicrografias da regido de tecido de granulagdo de lesdes de pele de
camundongo Swiss, 9 dias ap6s a inducdo da lesdo evidenciando fibroblastos. A)
Grupo controle; B) grupo tratado com a planta A; C) grupo tratado com a planta A
associada a plaquetas; D) grupo tratado com a planta B; E) grupo tratado com a planta
B associada a plaquetas; F) grupo tratado com plaquetas. RER: reticulo
endoplasmatico rugoso; N: nudcleo; G: complexos de Golgi; asteriscos: regides
dilatadas do Golgi; setas pretas: regides dilatadas do reticulo endoplasmatico rugoso;
m: mitocdndria. (A-F) Barra = 500nm. (G) Barra = 250nm. (H) Barra = 500nm.
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6.4.3 Miofibroblastos

A analise ultraestrutural confirmou a presenca de miofibroblastos, de
acordo com os resultados observados através da imunohistoquimica.
Caracteristicas como célula bastante alongada, apresentando proeminente
reticulo endoplasmatico rugoso e miofilamentos dispostos longitudinalmente e
periféricos a membrana, foram observadas em algumas células no tecido de
granulacdo. Outra caracteristica ultraestrutural que pode ser observada nos
miofibroblastos é a presenca de fibronexus, estruturas que consistem de
juncées nas areas da superficie celular de convergéncia de miofilamentos
intracelulares e filamentos extracelulares de fibronectina. Estruturas

semelhantes a descri¢do para fibronexus foram observadas a MET (Figura 20).
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Figura 20: Eletromicrografias de miofibroblasto presentes na regido de tecido de
granulacdo de lesdes de pele de camundongo Swiss, nove dias apés a indugdo da
lesdo. A) visdo panoramica do miofibroblasto com caracteristica morfologia de célula
alongada. B) citoplasma do miofibroblasto, com miofilamentos dispostos ao longo e
paralelamente a membrana celular (setas pretas). Nas eletromicrografias C e D sao
observados os fibronexus. As setas indicam os miofilamentos (citoplasma)
estabelecendo conexao com a matriz extracelular. A) Barra = 2,5um; B) Barra =
500nm.
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7. Discussao

Ao longo de anos, muitos estudos tém sido realizados no sentido de
investigar novos tratamentos que resultem em melhores processos de
cicatrizacao de lesdes de pele. Extratos vegetais tem mostrado sua efetividade
em tratamentos de lesbdes, principalmente por apresentarem efeitos
antiinflamatérios (MARTINS et al., 2006; COELHO et al., 2010; DE OLIVEIRA
et al.,, 2010). Além disso, estudos também tem demonstrado o efeito de
plaquetas em processos de reparo (PIETRAMAGGIORI et al., 2006, 2008;
GIUGGIOLI et al., 2011).

Durante o reparo, ocorre a formacao de um tecido de granulacédo que é
composto principalmente de fibroblastos, células inflamatérias, fibras coldgenas
e vasos sanguineos. Todos estes fatores atuam de forma coordenada e
agregada para o desenvolvimento da cicatrizacdao (REINKE & SORG, 2012).
Desta forma, diversos parametros como aspectos macroscoépicos da leséo,
descrigbes histologicas e imunohistoquimica dos componentes teciduais,
caracteristicas ultraestruturais e bioquimicas sao utilizados para avaliar o
processo de reparo submetido a diferentes tratamentos.

No presente trabalho, foram utilizados alguns dos parametros citados
para analisar a acdo de duas espécies de plantas e de plaguetas sobre a
cicatrizacdo de lesdo de pele, que em linhas gerais envolvem as fases
hemostasia, inflamatéria, proliferativa e de remodelacao tecidual.

Imediatamente ap6s a lesdo, a pele entra em estadgio de hemostasia,
cuja reacgdo procura evitar a perda de sangue e fluido tissular. Segue-se a fase
inflamatéria, importante para o seguimento do processo de reparo (EMING et
al., 2007). Nesse sentido, o presente estudo foi iniciado com a analise dos
mastdcitos, células conhecidas por sua caracteristica resposta a processos
inflamatérios, e que mostraram reatividade frente aos tratamentos aqui
propostos. Os mastocitos sdo células intimamente envolvidas com o processo
de cicatrizagao, pois sintetizam e liberam mediadores inflamatérios que levam a
vasodilatacdo e recrutamento de outras células como os leucdcitos e
macrofagos, além de secretar mediadores capazes de ativar fibroblastos,
favorecendo assim a renovacado da matriz extracelular (STONE et al., 2010;
NG, 2010; FOLEY et al., 2011). Os resultados da avaliagdo dos mastdcitos
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mostraram que estas células apareceram em maior nUmero no grupo tratado
somente com plaquetas quando comparado ao grupo controle e com os demais
grupos tratados com plantas e plantas associadas as plaquetas. As plaquetas
utilizadas no experimento sdo de origem humana, e o elevado numero de
mastdcitos presentes no grupo tratado somente com plaquetas, sugere que
possa ter ocorrido uma reagao inflamatdéria alérgica (METZ et al., 2007; GALLI
& TSAI, 2010). O acumulo de mastécitos pode estar associado também a
inflamacéo crénica (METZ et al., 2007; THEOHARIDES et al., 2010) que pode
eventualmente levar a um atraso no processo de reparo (EMING et al., 2007;
BRAN et al.; 2009).

As plantas utilizadas neste experimento sdo conhecidas por seus efeitos
antiinflamatérios, gracas a presenca de flavondides, que representam um dos
principais grupos de substancias com atividades farmacoldgicas. Assim, pode-
se sugerir que as plantas exerceram esse efeito quando foram associadas as
plaquetas, visto que o0 numero de mastécitos nos grupos tratados com planta A
+ plaguetas e planta B + plaquetas diminuiu comparado ao tratamento somente
com plaquetas. Embora tenha sido detectado um numero maior de mastécitos
no grupo tratado com a planta A em relacdo ao controle, este aumento nao foi
tdo marcante quanto aquele tratado apenas com plaquetas. Baseado no efeito
demonstrado neste estudo, as plantas A e B podem ser um recurso no controle
da inflamacao.

Considerando a formacdo da nova matriz, avaliamos a deposicao de
fibras reticulares e colagenas na regiao de cicatrizacdo através de imagens das
laminas A andlise morfométrica de imagens utilizando softwares tem sido
atualmente empregada (RUSSO et al., 2009; TORISEVA et al., 2012;
ELDARDIRI et al., 2012; CALVI et al., 2012). Tal fato deve-se a maior
confiabilidade deste tipo de andlise para certas variaveis, ja que o programa
analisa todas as imagens seguindo um mesmo padréo, eliminando qualquer
subjetividade. Além disso, tais softwares permitem analise automatica de mais
de um parametro, e em menos tempo (ANDREA et al., 2008). As analises
morfométricas realizadas a microscopia de luz nove dias apds o inicio dos
tratamentos mostraram que o grupo tratado com a planta A e o grupo tratado
com a planta B apresentaram deposicao de fibras reticulares significativamente
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menor quando comparados ao controle e demais tratamentos. Analisando as
fibras colagenas em geral, pela coloracdo com Gomori, a morfometria
demonstrou que aos nove dias todos os grupos tratados apresentaram
deposicao de colageno significativamente maior em comparagdo com ao grupo
controle, nao havendo diferenca entre os tratamentos. As fibras reticulares
correspondem ao colageno do tipo Ill, que é o primeiro a der depositado para a
formacao do tecido de granulacdo. Com o desenvolvimento do reparo, o
colageno do tipo Il é entdo substituido pelo colageno do tipo I, caracteristica
que torna o tecido mais resistente (DELAVARY et al., 2011; REINKE & SORG,
2012). Desta forma, se a deposicao de colageno foi maior e uniforme para
todos os grupos enquanto que a deposicao de fibras reticulares foi menor para
0s grupos tratados com a planta A e planta B, infere-se que a substituicdo dos
tipos de colageno ja iniciou nestes dois grupos, ao contrario dos demais.
Sugere-se, portanto, uma maior eficiéncia na substituicio da fibra reticular pelo
colageno, gracas a aplicagdo do tratamento com as plantas. Além disso, os
resultados indicam que as plaquetas podem ser o fator responsavel por
retardar o processo de substituicdo do colageno, visto que o atraso se deu,
tanto no tratamento somente com plaquetas, quanto naqueles que as plaquetas
foram associadas as plantas.

Levando-se em conta o periodo de analise, nove e 21 dias, registrou-se
que a deposicao de fibras reticulares diminuiu significativamente para todos os
grupos, indicando que a substituicAo ocorreu para todos os tratamentos e
controle neste intervalo de tempo. Comparando os grupos no dia 21, ndo houve
diferenga significativa para fibra reticular. A analise do fator tempo para a
deposicao de colageno em geral, demonstrou que houve aumento significativo
para todos 0s grupos entre nove e 21 dias, com excecdo do grupo tratado com
a planta B + plaquetas. Analisando apenas o dia 21, o tratamento com a planta
A foi o que significativamente apresentou maior deposicdo de colageno. O
coladgeno confere forca e integridade a matriz, sendo de fundamental
importancia no reparo, além de agir como suporte para o desenvolvimento da
angiogénese e migragao de células inflamatorias, fibroblastos e queratinécitos
(LANDSMAN et al., 2009; YEH et al., 2010). O aumento da sintese de colageno
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esta relacionado com a eficacia da cicatrizacdo da ferida em diversos estudos
experimentais (JUDITH et al., 2010; DE MELO et al., 2011; CHEN et al., 2012).
De forma geral todos os tratamentos apresentaram melhor deposicéo de
colageno comparado ao controle, sendo eficazes no processo de cicatrizagéo.
Porém, é relevante destacar a planta A e B por proporcionarem eficiente
substituicao dos tipos de colageno ja aos nove dias, e em especial a planta A,
que demonstrou maior eficiéncia na deposicao de colageno geral aos 21 dias.
Avaliando os resultados obtidos da andlise de mastécitos e da formacéao
de colageno no entendimento do processo de cicatrizagdo, infere-se que
apesar da reacao inflamatéria observada pelo elevado acumulo de mastécitos
no grupo tratado com plaquetas ter coincidido com o atraso do fechamento em
relacdo aos demais grupos, este fato nao interferiu na deposicao de colageno.
Uma possivel explicagdo é que moléculas como citocinas e fatores de
crescimento das plaguetas, promoveram efeitos sobre as células que
sintetizam matriz, de forma que a reacdo inflamatéria ndo interferisse na
deposicao das fibras. J& o pequeno aumento de mastocitos no grupo tratado
com a planta A, além de n&o ter interferido no fechamento da les&o, também
nao interferiu na sintese de colageno, visto que este tratamento levou a uma
maior deposicao de colageno com o tempo. Pode-se entdo sugerir que a
modulacdo nos mastécitos pela planta A eventualmente contribuiu com uma
sintese mais eficiente de colageno. Estudos com mastocitos humanos tém
mostrado sua capacidade em promover a proliferacdo dos fibroblastos
(GARBUZENKO et al., 2002; TRAUTMANN et al., 2000). Sabe-se que animais
deficientes em mastécitos apresentam atraso no processo de cicatrizagéo,
além de apresentarem permeabilidade vascular e recrutamento de neutrofilos
reduzidos (WELLER et al., 2006; YOUNAN et al., 2011). Entretanto, mesmo
que o0s mastocitos estejam agindo neste sentido, vale lembrar que diversos
outros fatores ndo abordados no presente estudo, podem também estar
relacionados com os resultados encontrados para o tratamento com a planta A.
Seguindo o desenvolvimento do reparo tecidual, durante a fase
proliferativa ocorre a diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos, dentre
alguns outros eventos. Miofibroblastos sdo células com caracteristicas distintas

a microscopia eletronica de transmissao pela presenca de microfilamentos de
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actina dispostos longitudinalmente e periféricos a membrana celular e pela
presenca de jungdes de fibronexus, como observado no presente trabalho e
corroborado por diversos estudos (EYDEN, 2001; ITO et al., 2011; SANDBO &
DULIN, 2011). Funcionalmente, os miofibroblastos sdo células fundamentais
para a contracdo da lesdo, além de contribuirem também com a deposicao de
matriz extracelular (HINZ, 2007; REINKE & SORG, 2012). No entanto, verifica-
se que os miofibroblastos estdo muitas vezes associados a desfavoravel
formagéo de fibrose e excesso de cicatriz, visto que em muitos destes casos foi
observado que estas células persistem no local da lesdo quando deveriam
sofrer apoptose (THANNICKAL., 2012 ; MICALLEF et al., 2012). Analisando os
resultados dos reparos teciduais neste trabalho, observa-se que ha uma
reducdo no numero de miofibroblastos nos cinco grupos tratados quando
comparados ao grupo controle, sugerindo a eficiéncia do uso das plantas e de
plaquetas na reconstituicdo da lesdo no intuito de evitar a formacéao de fibrose.

Caracteristicas ultraestruturais de fibroblastos tipicos foram observadas
nos grupos controle e tratados, ou seja, nucleo predominantemente
eucromatico e a presenca de organelas como complexo de Golgi, Reticulo
Endoplasmatico rugoso (RER) e mitocdndrias conforme relatos de KALLURI &
ZEISBERG (2006). No entanto, foram observadas diferengas nos grupos de
animais tratados, tais como o aparente aumento na dimensao dos fibroblastos
e RER com extensas cisternas ocupando quase todo o citoplasma, quando
comparados ao grupo controle. Estas caracteristicas sédo particulares de
células com alta atividade metabdlica e podem também estar relacionadas a
maior deposicao de coladgeno observada nos grupos tratados.

Alteracdes na morfologia do Golgi e do RER caracterizadas por
significativas dilatagdes de suas cisternas foram observadas em células ativas
e também em células com sinais de apoptose, propriedade vista em todos 0s
grupos. Dentre as varias fungcées do RER e do complexo de Golgi, listam-se
respectivamente a producao de proteinas e suas modificagdes pos traducionais
antes de serem secretadas. Fibroblastos presentes no tecido de granulacéo
estdo em plena atividade, com elevada sintese de proteinas para deposi¢ao da
nova matriz que esta se formando. Porém, no decorrer do processo de reparo,

ocorre um controle de celularidade quando muitas células sofrem apoptose,
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inclusive fibroblastos. Desta forma, como a caracteristica dilatacdo dos
complexos de Golgi e RER foi observada tanto em fibroblastos sadios como em
células com sinais de apoptose, sugere-se que ela pode estar relacionada a
alta atividade secretoria dos fibroblastos como também com caracteristicas de
apoptose. Alguns estudos corroboram os resultados aqui demonstrados. A
ocorréncia de hipertrofia e a dilatacdo do Golgi em células tumorais foi
associada a excessiva producao de material secretério caracteristicos dessas
células (NAKAICHI et al., 1997). Também foi observado que fibroblastos com
aumento da atividade metabdlica apresentaram dilatacdo de RER (HUSSEIN et
al., 2005). Caracteristicas de dilatacado de RER e Golgi também foram
demonstradas em células secretoras de animais tratados com substancias,
como alcool e drogas farmacéuticas (TIRAPELLI et al., 2000; DIAZ et al., 2000;
YABE et al., 2004). A deteccéo de dilatacdo das cisternas de RER também ja
foi demonstrada em morte celular lipotéxica (BORRADAILE et al., 2006).

Quanto as fibrilas de colageno, suas caracteristicas tipicas foram mais
claramente observadas a microscopia eletrénica de transmissdo nos grupos
tratados quando comparados ao controle, que mostrou pobre arquitetura de
colageno.

Diante dos resultados apresentados, sugere-se que os tratamentos com
a planta A, planta A + plaquetas, planta B, planta B + plaquetas e somente
plaquetas, foram efetivos na renovacdo da matriz extracelular durante o
processo de reparo tecidual. Estes dados sao representados pelo controle do
namero de mastécitos, pela inducao de biossintese mais eficiente de fibras
colagenas e pela efetividade no controle da diferenciagédo e agéo funcional dos
miofibroblastos. Estes resultados podem estar relacionados com os efeitos dos
componentes moleculares presentes nos extratos das plantas utilizadas tanto
quanto pela agdo de moléculas biologicamente ativas liberadas pelas plaguetas
no local da leséo.

Assim, os tratamentos aqui testados caracterizaram-se como promotores
de sintese de matriz com qualidade, ao mesmo tempo em que apresentaram
propriedade anti-fibrotica. Esta dupla propriedade demonstrada pelos

tratamentos leva a sugeri-los no tratamento de lesdes.
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8 Conclusoes

Os resultados do presente trabalho mostraram que o tratamento com
plaquetas aumentou o influxo de mastocitos, numa acao inflamatéria reativa
natural. No entanto, a associagdo com as plantas modulou o recrutamento de
mastdocitos, e ndo s6 controlou a inflamacdo, como também ativou os
fibroblastos no processo de sintese de proteinas para a renovacao da matriz
extracelular. Os tratamentos com as plantas A e B, associados ou ndo as
plaquetas foram, de um modo geral, mais eficazes na deposi¢ao de colageno,
guando comparado ao grupo controle, favorecendo o processo de cicatrizagao.
Em especial, as plantas A e B proporcionaram eficiente substituicdo dos tipos
de colageno aos nove dias, sendo que | a planta A demonstrou maior eficiéncia
na deposicdo de colageno aos 21 dias. Este dado é comprovado pela
ultraestrutura de fibroblastos, cujas caracteristicas morfolégicas mostraram
condicOes favoraveis como o sugestivo aumento nas dimensdes de organelas
como o reticulo endoplasmatico rugoso com extensas cisternas ocupando
quase todo o citoplasma, o complexo de Golgi bem desenvolvido, além de
nacleo eucromatico e diversas mitocondrias, quando comparados ao grupo
controle. Cabe-nos salientar as significativas dilatacées das cisternas do Golgi
e do RER observadas em todos os grupos.. Estas caracteristicas sao
particulares de células com alta atividade metabdlica e podem também estar
relacionadas a maior deposicdo de colageno observada nos grupos tratados.
Confirmando a atividade sintética, foram detectadas fibrilas colagenas em
arranjo tipico, depositados préximos dos fibroblastos.

Cabe ressaltar que nossos resultados mostraram que os tratamentos
induziram a uma incipiente diminuigdo no numero de miofibroblastos no tecido
de granulacao, propriedade interessante para o controle da fibrose. Portanto,
os tratamentos aqui testados, dentre os quais pode-se destacar a planta A,
podem ser indicados para tratamentos de lesdes, uma vez que os resultados
mostraram ter havido a sintese de matriz extracelular e apresentarem

propriedade anti-fibrética.
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