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RESUMO

As feridas cirdrgicas abertas cicatrizam por contracdo de suas bordas e por migracdo de
células epiteliais. A infeccdo € um dos principais fatores que afetam a evolucao fisiologica
das feridas operatdrias. O objetivo do presente trabalho é verificar se a aplicacdo topica do
fator de crescimento de fibroblastos de reacdo basica (FCF[) através do estimulo exdgeno
a reacdo inflamatdria e & fibrogénese afeta a maturacdo do colageno. Realizou-se um
estudo experimental em ratos Wistar com feridas infectadas da pele do dorso. Foram
operados sessenta ratos (n=60) com peso de 270+23g, anestesiados com pentobarbital
sodico na dose de 20mg/kg, pela via intraperitonial. Foram realizadas duas feridas
excisionais com 1 cm?, atingindo toda a espessura da pele do dorso dos animais, distando
cerca de 4cm uma da outra, denominadas feridas F1 (para andlise da inflamac&o) e F2
(para histoquimica do colageno). As feridas dos animais do grupo A (n=30) foram
contaminadas com solu¢do multibacteriana e nos animais do grupo B (n=30) ndo se
aplicou tal solucdo. Cada grupo foi dividido em trés subgrupos: subgrupos Al, B1; A2,
B2; A3 e B3. O tratamento tdpico das feridas dos subgrupos Al e Bl foi feito com
solucdo salina, os ratos A2, B2 foram tratados com FCFp3 e os subgrupos A3 e B3 foram
tratados com o anti- FCFP. A analise estatistica foi realizada pelo teste F para variaveis
paramétricas e pelo teste de Tukey para analise de comparagdes multiplas com nivel de
significancia de 0.05. Foram analisados: tempo para a completa cicatrizacdo de F2, a
sintese do colageno dos tipos | e Ill, a reacdo inflamatéria e a maturacdo do colageno.
Para andlise qualitativa das fibras do colageno utilizou-se o método histoquimico do Picro
Sirius Red. A determinacgdo da intensidade da resposta inflamatéria e das moléculas do
colageno realizou-se com auxilio do programa Image Pro-Plus, Media Cybernetics. Os
animais foram observados até o completo fechamento das feridas sendo entéo sacrificados
com superdose de anestésico. Com relagdo a variavel tempo de cicatrizacdo, verificou-se
que a solugdo contaminante retardou o tempo de cicatrizacao e a aplicacéo topica de FCFf
provocou reversdo significante do quadro. A resposta inflamatéria foi mais intensa no
subgrupo B2, revelando diferengas significantes com relacdo aos subgrupos B1 e A3. Na
analise quantitativa do colageno do tipo | observou-se que em todos os subgrupos
tratados com o FCFP houve uma maior concentragdo quando comparado aos subgrupos
ndo tratados. Com relacéo a analise quantitativa do colageno do tipo 111, observou-se uma

baixa concentracdo dessa proteina nos animais do subgrupo B3, com diferenca



significante comparando-se aos demais subgrupos. O FCF(B contribuiu para acelerar o
processo cicatricial, reduzindo o tempo médio de cicatrizacdo de feridas infectadas e ndo
infectadas da pele de ratos. Contribuiu para a maturacdo do colageno através do aumento
da densidade do col&geno do tipo I, bem como incrementou a produgdo do colageno tipo
I1l. O anticorpo anti-FCFp foi capaz de bloguear a produgdo do colageno nas feridas
estudadas.

Palavras-chave: Cicatrizacdo. Pele. Fator de crescimento epidérmico. Ratos.



ABSTRACT

The open surgical wounds heal for contraction of there borders and by migration of
epithelial cells. The infection is one of the main factrors that affect the psysiological
evolution of the surgical wounds. The aim of this work is to observe if the topical
application of basic fibroblast growth factors (FGFB) can modify the repair of infected
open wounds, promoting an exogenous stimulus to the inflammatory reaction and
fibrogenesis. An experimental study was performed in 60 male Wistar rats weighing
270+239. After anesthesia with intraperitoneal pentobarbital 20mg/Kg, two open squared
wounds (1cm?), 4cm distant of each other, were done in the dorsal skin of all the rats.
These wounds were named F1 (for inflammation analysis) and F2 (for collagen study). In
all the animals of group A (n=30) the wounds were contaminated with a multibacterial
standard solution, and in the group B (n=30) the wounds were maintained sterile. Each
group was divided into three subgroups: subgroup Al, B1; A2, B2 and A2, B3. The open
wounds of Al and B1 rats were topically treated with saline solution, A2 and B2 were
treated with FCFp and the subgroups A3, B3 were treated with FCF( anti-factor. The F
and Tukey tests were used for statistic analysis, considering p<0.05 as significant. The rats
were observed until the complete wounds healing and were sacrificed with overdose of
anesthetic. Measures were performed considering the time for the complete scarring of
wounds, the synthesis of types | and Il collagen, the inflammatory reaction and the
maturation of collagen. For qualitative and quantitative histological analysis of collagen,
the Picro Sirius Red staining was used. The inflammatory reaction was measured by the
Image Pro-plus, Media Cybernetics software. It was observed that infection retarded
significantly (p<0.05) the time of wound scarring and the topical application of FCFp
reverted the inhibition of healing caused by bacteria. The inflammatory reaction was more
intense in the subgroup B2 then B1 and A3, and the difference was significant (p<0.05). It
was observed greater concentration of type I collagen in all the subgroups treated with
FCFpB, when compared to the untreated subgroups. Regarding the quantitative analysis of
the type Il collagen, it was observed a significant decreased concentration in B3 rats,
comparing to the other subgroups. The FCF accelerated the healing of open infected
wounds, by reducing the medium time of scarring. It contributed with maturation of

collagen, enhancing the type | collagen density. Additionally, the FCFp increased the



production of type Il collagen. The anti-FCF antibody was able to block the production
of both type I and Il1 collagen.
Keywords: Wound Healing. Skin. Epidermal Growth Factor. Rats.
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INTRODUCAO

As feridas cirargicas abertas cicatrizam por dois mecanismos bésicos: contracdo
das bordas das feridas e por migracéo de células epiteliais. A contracdo diminui o tamanho
da espessura total da ferida operatéria através de movimentos centripetos de toda a pele
que circunda a ferida, em seguida os capilares da borda e da intimidade da ferida formam

NoVos vasos, ocorre a migracéo e formacao de fibroblastos que preenchem toda ela*?.

Muitas teorias relacionam o mecanismo de contracdo a capacidade dos fibroblastos
em se contrairem e movimentarem-se na matriz extra celular. Se estes fibroblastos sao
células especializadas chamadas miofibroblastos, ou simplesmente fibroblastos regulares,

que assumem tais atividades nio est4 claro®.

As celulas especializadas, ou ndo, exercem suas fun¢Bes movimentando-se no
interior da ferida por meio de elementos fibroticos auxiliares, como fibrina e fibronectina,

as quais funcionam como um guia ou um elemento de sustentacio® *°®.

A cicatrizacdo de feridas por contracdo € influenciada por muitas varidveis, tais
como: uso de esterdides, diabetes, avitaminoses e infeccdo. A infeccdo € um dos

principais fatores que alteram a evolucdo fisiolégica do reparo tecidual*>®".

Muitos sdo os caminhos pelos quais a bactéria pode afetar a contracdo das feridas e
o seu fechamento. Ficou demonstrado por Perry e Sutkin et al (1989), que as bactérias
secretam ativadores exdgenos de plasminogénio, e contém no seu exudato inflamatorio
enzimas proteoliticas que em conjunto afetam os elementos fibrinosos da matrix

extracelular, bloqueando a contragéo da ferida®.

Da mesma forma, Peacock (1991) afirma que as bactérias sdo capazes de inibir a
sintese de novos capilares, implicando, portanto, negativamente nos dois mecanismos

capazes de promoverem a contragao das feridas. S

Tem sido demonstrado que a aplicacdo topica do Fator de crescimento de
Fibroblasto de reagédo basica(FCFp), influencia a contracdo de feridas abertas quando ha
contaminag@o local. Sendo capaz de reverter a inibicdo da contragcdo causada pelas
bactérias em feridas de pele de ratos contaminadas com Escherichia coli, diminuindo o

tempo necessario para o fechamento completo da ferida operatoria. Outro aspecto



14

importante é que, apesar de diminuir o tempo de cicatrizacdo, ocorre uma redugdo da

resisténcia ténsil da ferida, verificados pelos testes de resisténcia as tensées "%

Hayward et al em 1992 e Stenberg et al em 1999 revelaram em modelo
experimental que o FCFp é capaz de reverter os efeitos da infec¢do sobre a contracdo das
feridas abertas em praticamente todas as fases da cicatrizacdo através do estimulo a
migracio de fibroblastos”'°. Broadley et al revelaram em 1989, que a neutralizacdo do
FCFB por um anti-corpo especifico é capaz de reverter suas fungdes, causando uma

significativa reducdo de DNA, proteinas e contetido do colageno™.

Tudo leva a crer que o ambiente cicatricial infectado exerce influéncias sobre o
modo de agir das citocinas da cicatrizagdo como revelado por Ono et al (1999) em
experimentos nos quais a aplicacdo topica do FCFp foi capaz de inibir significativamente
a contracdo de feridas em cicatrizacdo por segunda intencdo, na auséncia de infeccdo, o

que pode ter um beneficio na prevencéo de cicatrizes hipertréficas e queloidianas® .

Da mesma forma Kamamoto et al (2003) que o FCFpB foi capaz de inibir a
formacdo de cicatrizes hipertroficas e queloidianas, assim como o TCFp foi capaz de

induzir a formacao das mesmas®®.

Medeiros et al (2001), assim como McGee et al (1988) revelaram que o FCFj foi
capaz de influenciar significativamente os pardmetros da cicatrizacdo de feridas
incisionais como a densidade do coladgeno e a resisténcia a tensdo, ndo submetidas a
situacBes desfavoraveis, como infeccdo, uso de esterOides, radioterapia e
imunossupressores, concluindo que o FCFB é capaz de afetar positivamente a

cicatrizagao™™.

Verifica-se que o FCFB é capaz de melhorar a performance da cicatrizacdo de
feridas incisionais e feridas excisionais infectadas, diminuindo o seu tempo de
fechamento, aumentando a sintese do DNA da matriz extra celular, sem aumentar a

resisténcia as tensdes das feridas™®.

Resumidamente, tem-se verificado que o FCFB atua na matriz extracelular,
estimula a angiogénese, a migracdo de fibroblastos com a consequente neovascularizagao
e fibrogénese, promovendo o fechamento da ferida operatéria aberta infectada,

contribuindo para maior resisténcia a tenséo>*>%78910,

Assim sendo, o proposito do presente trabalho foi estudar o efeito topico do FCFp

e seu anti-fator, em um modelo experimental com inducéo de infecgdo em feridas abertas
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de pele de ratos, verificando especificamente, tempo de cicatrizacdo e sua agdo na
expressdo do coldgeno tipos | e 111, bem como sua maturacao.
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2. OBJETIVOS

1. Estudar a influéncia do uso topico do Fator de crescimento de reacéo béasica (FCFp) e
do seu anti-fator, em lesdes abertas e infectadas da pele de ratos, sobre o tempo de

cicatrizacao, a reacdo inflamatdria, a maturacao e a sintese do colageno tipos I e I11.
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3. LITERATURA

3.1 Aspectos Gerais sobre cicatrizag&o das feridas.

A cicatrizacdo é um processo dindmico de restauracdo dos tecidos vivos. Envolve
uma série complexa de eventos que ocorrem na matriz extracelular e tém a participacao
fundamental das células inflamatérias, e de seus mediadores na diferenciacdo de

fibroblastos'®®"

A capacidade de regenerar tecidos vivos foi substituida nos mamiferos pela
cicatrizacdo, que ndo deve ser comparada a mais primitiva fungdo multirregenerativa,

vista em anfibios e no reparo das feridas fetais. '* **?*

A evolucdo do processo de cicatrizacdo € caracterizada por uma resposta
inflamatdria com formacao do tecido de granulacdo, sintese do coldgeno e remodelagem
do mesmo. Ultimamente, vem crescendo o conhecimento sobre a atuacdo dos fatores de
crescimento de fibroblastos nos fendbmenos da cicatrizagdo. Os efeitos e funcbes das
células envolvidas sdo modificados e reguladas “in vivo” por estes fatores que sdo

naturalmente secretados na prépria ferida®.

Apdbs o trauma tecidual, a exposicdo do colageno subendotelial ativa a funcao
plaquetaria induzindo a liberagdo de ADP, serotonina e epinefrina. Com a formagéo do
tampdo plaquetario, ocorre a ativacdo da cascata da coagulacdo, formacdo da rede de

fibrina e a0 mesmo tempo uma intensa migragéo leucocitaria’.

A participacdo de horménios na cicatrizacdo, originarios da a-desgranulagao
plaquetaria, ndo se limita apenas aos mediadores inflamatorios. Apés a a-desgranulacao
plaquetdria ocorre a liberagdo dos fatores de crescimento e das integrinas como a

fibronectina, a laminina e a trombospondina. %%,
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As feridas evoluem com um exsudato inflamatorio ricamente protéico, leucécitos
polimorfonucleares, mondcitos e granuldcitos, formacdo do codgulo e de uma rede de
fibrina. Inserido nesse contexto estdo as celulas responsaveis pela restauracdo tecidual que

s30 as células endoteliais e principalmente os fibroblastos. 2.

A rede de fibrina funciona como um substrato de anteparo a movimentacdo dos
fibroblastos. Estes se movimentam, ndo por fluxo citoplasmatico, mas por contato de
aderéncia com o substrato. Portanto, a rede de fibrina funciona como um guia para
contato célula-célula, permitindo a penetracdo do fibroblastos no interior da ferida

operatoria, a qual sera preenchida por fibras de colageno®.

A formacéo inadequada da rede de fibrina, como a observada na deficiéncia do
fator XIII (fator estabilizador de fibrina), esta associada a cicatrizacdo deficiente das
feridas, secundaria tanto a uma menor aderéncia das células na area inflamatéria, quanto a
uma quimiotaxia reduzida.” Os fibroblastos fixam-se na seqiiéncia — glicina - &cido
aspartico existente na fibronectina, unem-se as moléculas de actina, com isso sinais

quimiotaxicos passam através da membrana celular, permitido a sua migracéo % .

A resposta inflamatdria é altamente necessaria a restauracdo tecidual. Tanto a
inibicdo da inflamacdo quanto sua ativacdo aumentada podem afetar o metabolismo do
colageno. Esse aspecto pode ser observado nos pacientes diabéticos e em uso prolongado
de esterdides, nos quais a contaminacdo bacteriana prolonga a resposta inflamatéria e
impede o inicio da fase proliferativa.?”?®. Da mesma forma, Olotuye e Barone (1997)
demonstraram que o aumento da resposta inflamatdria ao trauma tecidual aumenta a
liberacdo dos fatores de crescimento derivados de plaquetas, levando a formacdo de
cicatrizes hipertréficas, o que mostra que a resposta inflamatéria interfere na sintese do

colageno®.

Logo ap6s o trauma tecidual, e na propria fase inflamatdria, ocorre na intimidade
da ferida operatoria fendmenos proliferativos celulares, os quais constituem a re-
epitelizagdo e a proliferacdo de células endoteliais e fibroblastos.*®. Classicamente ha a
presenca de apenas dois tipos celulares que véo interferir na sintese do colageno, os
macrofagos e os fibroblastos. Entretanto, os estudos atuais demonstram um terceiro tipo

que atua ativamente nessa fase, que s&o as células endoteliais. 303323334,

Segundo Steed (1997) e Thornton e Barbul (1997), a formacdo do tecido de

granulacdo, da matriz extracelular e a deposicao das fibras do colageno séo os principais
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eventos que caracterizam a passagem da fase inflamatoria para a fase de fibroplasia. Os
fibroblastos migram para o interior ferida e se multiplicam em resposta aos mediadores

liberados durante a inflamacao *%.

Os macrdéfagos, em geral no terceiro dia de evolucdo da ferida, participam no
processo de sintese do colageno, através da funcdo de fagocitose, facilitando a migracéo
dos fibroblastos*. Os mesmos promovem indiretamente a angiogénese, estimulam a
formacdo de um grupo de substancias moduladoras da cicatrizacdo chamadas fatores de
crescimento. Tais fatores sd@o angiogénicos e estimuladores da sintese de fibroblastos,

portanto os macréfagos sdo mediadores da fibroplasia e da angiogénese *°.

A fibronectina € uma proteina de aderéncia, como a laminina, trombospondina e o
fator de Von Willebrand, os quais atuam permitindo a aderéncia entre as células e a
difusdo de nutrientes entre as mesmas. A fibronectina possui também outras propriedades,
além de ser um poderoso quimiotaxico para os mondcitos circulantes estimulando a

diferenciacdo dos monécitos em macréfagos teciduais ativos.'®?.

A ativacdo dos
macrofagos faz-se inicialmente pela acdo de fatores provenientes das plaquetas e dos
detritos produtos da fagocitose celular, sendo os lipopolissacarideos de membrana e IFN-y

fortes elementos estimuladores, principalmente para macréfagos murinos®’.

O macrofago ativado tem implicagdes fundamentais em varios aspectos da
cicatrizacdo das feridas, induzindo a producdo de citocinas como fator de necrose tumoral
(TNF-a), IFN-y, IL-p e IL-6, além da ativacdo da enzima Oxido nitrico sintetase(iNOS)
resultando na producdo de oxido nitrico, que desempenha importantes funcgdes, incluindo

propriedades antimicrobianas®’*"¢.

A superproducdo do Oxido nitrico a partir de
macrofagos ativados representa um importante mecanismo pelo qual a sua acéo citotdxica
atua contra uma ampla variedade de microorganismos. Apesar do papel benéfico do 6xido
nitrico como elemento ativo do sistema imunoldgico, a sua producdo sustentada pode
tornar-se deletéria®***. O 6xido nitrico tem emergido como uma importante substancia em
varios processos fisioldgicos, inclusive a cicatrizacdo das feridas. O mesmo é produto do
metabolismo enddgeno da L-arginina pela agdo enzimatica da Oxido nitrico sintetase
induzida(iNOS). Atualmente tem-se dado crescente importancia a sua influéncia no

metabolismo do colageno *.

Okada et al demonstram em 2003 que através da manipulagdo genética e possivel
modular-se a intensidade dos efeitos da iNOS sobre 0 metabolismo do NO, diminuindo
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sua concentracdo em até 25%, sem no entanto, modificar a sintese e a concentracao sérica

de citocinas pré-inflamatorias como TNF e IFN-y, IL -6 e IL-2%,

Assim como outros autores demonstraram ser possivel regular a acdo da 6xido nitrico
sintetase induzida, Hsu et al (2005) revelaram ser possivel modular a agdo da arginase, tanto
“in vitro” quanto “in vivo” , a partir da modulacao dos fatores transcricionais tipo C/EBPf
que sdo indutores da acdo da arginase *3%%°. Hsu et al (2006) revelaram que a acdo da iNOS e
as concentragdes da mesma e do seu metabdlito, o 6xido nitrico, estdo aumentadas na cicatriz
queloidiana, enquanto que estdo em concentragdes normais no tecido perilesional. Ainda ficou

demonstrado que a expressdo do colageno do tipo | esta aumentada na cicatriz queloideana *°.

As moléculas do colageno sdo os componentes de maior importancia da matriz
extracelular e ainda prové resisténcia as tensdes tanto da pele normal quanto das areas em
cicatrizacdo. Durante o processo cicatricial atua modulando a migracdo e a proliferacédo

celular, exercendo importante acdo nos processos de contracdo das feridas*’.

Dos tipos de colageno identificados, sabe-se que na pele fetal o colageno do tipo IlI
predomina, que apresenta particularidades como ndo induzir de maneira acentuada a o-
desgranulacdo plaquetaria, o que afeta a producéo dos fatores de crescimento derivados de

plaquetas. Na pele dos adultos predomina o colageno tipo | 3*¢4.

Ha diferentes métodos de ensaio experimental e clinico para detectar e quantificar os
varios tipos de colageno existentes durante a cicatrizacdo das feridas. Estes incluem métodos
quimicos como determinacdo da hidroxiprolina tecidual, métodos de coloracdo como
Tricromico de Massom, extracdo de proteinas teciduais de tubos e esponjas implantados no
subcutaneo de animais por gel de eletroforese, gel de imunohistoquimica com anélise de
hibridizacdo de mMRNA em tecidos. Atualmente é o método mais usado, no entanto, depende
de auto-anticorpos especificos a espécies animais estudadas, o que dificulta o seu uso em

alguns modelos estudados®!>3¢4,

O tipo de colageno prevalente na ferida e nos tecidos vivos intactos sofre ampla
variacdo, desde variacOes individuais dentro da mesma espécie a variagdes em individuos de
espécies diferentes, dependendo do processo bioldgico vigente. Orgéos de peixes, anfibios,
répteis, aves e mamiferos quando corados com o Sirus Red e estudado com microscopia de
polarizagdo Gtica apresentam diferentes coloracdes para diferentes tipos de colageno **3. O
uso do corante Sirius Red ou Picrosirius Red como método histoquimico de detec¢do do

colageno tecidual foi inicialmente proposto por Junqueira et al (1978)*. Trata-se de um
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método de coloracdo tecidual baseado na propriedade de bi-refringéncia natural que tem o
colageno. E de uso corrente em muitos laboratdrios de patologia experimental, tem aplicagdo
relativamente simples, de baixo custo operacional e produz belas imagens coloridas sob luz
polarizada **. As fibras do colageno apresentam uma bi-refringéncia natural decorrente do
arranjo espacial\estrutural das mesmas. Tais estruturas, sob luz polarizada, emitem uma
amplitude de cores sobre um fundo preto e branco que possibilita a diferenciacdo de certas

fibras do colageno 39404142

O colageno do tipo I, o qual tende a formar fibras espessas, apresenta um arranjo
espacial com fibras préximas uma das outras, nas quais sua bi-refringéncia varia de um
amarelo intenso a uma cor com tonalidade variada do vermelho. As fibras do colageno do tipo
I11 sdo mais finas, de forma que a cor produzida pela bi-refringéncia é produto da espessura

das fibras e do arranjo espacial das moléculas do colageno “°4142,

Nos tecidos em cicatrizacdo, dependendo da fase de reparacdo tecidual e do modelo
experimental estudado, as fibras do coldgeno podem apresenta-se a microcopia de polarizagdo
Otica com diferentes tonalidades de cores que simbolizam a fase do processo de maturacéo e

remodelagem do colageno, o que torna possivel diferenciar os colagenos do tipo I e 111*%.

Em um estudo experimental comparativo realizado em fetos de cordeiros e em
cordeiros adultos visando analisar a molécula do colédgeno tanto do aspecto quantitativo
quanto qualitativo, Cuttle et al (2005) verificaram que a ferida fetal cicatriza mantendo seu
aspecto arquitetural normal com fibras de colageno arranjadas regularmente. Isso foi
observado tanto na fase inicial da cicatriza¢do quanto nas fases mais tardias, enquanto que nos
cordeiros adultos observaram um padrdo de organizacao do colageno irregular com estrutura
pobremente definida, em todas as fases do periodo cicatricial **. Outro aspecto importante
também observado por estes autores € quanto ao tipo de fibra do colageno e sua concentracao.
Segundo eles, o colageno do tipo Il predominou na cicatrizacdo do feto e a sua contribuicdo
na concentracdo total do colageno variou de 51% a 95% entre o periodo de 7 a 14 dias e no
periodo do 60° dia da cicatrizacdo®. Nas feridas dos cordeiros adultos observou-se
consideravel concentracdo de fibras espessas mais amarelas e vermelhas, maior do que as
fibras verdes em todas as fases. Em nenhum momento o indice de colageno tipo Il foi maior

do que o colageno tipo .

As moléculas do colageno sdo as proteinas mais abundantes do corpo, sendo o0s

principais componentes do tecido conectivo, sendo constituida por trés cadeias de



22

polipeptideos, dispostas em espiral, formando uma densa e compacta estrutura em triplice

hélice estabilizada por pequenos aminoacidos, prolina e glicina**4*.

Estas estruturas formam as fibrilas do colageno que tem de 10 a 300 nomdmetros (hnm)
de diametro. As fibrilas formam as fibras que tém varios micrémetros de diametro, sendo
facilmente visiveis a microscopia 6tica. Ha cerca de 25 diferentes tipos de camadas-o as quais
formam, a partir de arranjo espacial, cerca de 20 diferentes tipos de colageno, os quais sdo

caracteristicos de diferentes tecidos'®*%%,

As fibras do colageno sdo de diferentes diametros e estdo arranjadas de diferentes
padrées em diversos tecidos. O colageno do tipo | € mais comum no 0sso, pele, tenddes e na
fase tardia da cicatrizacdo, o tipo Il € o coldgeno préprio das cartilagens e o tipo Ill é
encontrado em grande extensdo nos tecidos embrionarios, em feridas na fase precoce da

cicatrizacdo e no tecido conectivo da pele, vasos sanguineos, ureter, pulméo e figado®°.

Durante a fase de maturacdo do coldgeno ocorre uma diminuicéo da sintese global de
suas moléculas e um ganho de resisténcia ténsil da cicatriz. E nesta fase que comecam a agir
as enzimas de degradacao do colageno, que sdo as colagenases, com a finalidade de modular a
nova sintese do colageno. A fonte das colagenases na ferida é: células inflamatorias, células
endoteliais, fibroblastos, queratindcitos e o &cido hialurdnico *. A colagenase é a enzima
responsavel pela degradacdo das fibras maduras do colageno, secretada na sua forma inativa
ou latente a qual € ativada por uma protease procolagenase ativadora. Esta ultima também é
secretada como um zimogeénio inativo que € ativado por outras proteases. Entre as enzimas
proteoliticas capazes de ativar o complexo procolagenase ativador, especula-se que a

plasmina produzida pelo plasminogénio ativador seja uma delas, além do FCFp .

Durante o processo cicatricial as células endoteliais migram em direcdo as margens da
ferida, aparentemente em resposta a sinais quimiotaticos exercidos por plaquetas, macro6fagos
e fatores de crescimento. Formam-se assim brotos capilares, 0s quais enviam processos
celulares que se unem a brotos semelhantes para formarem novas alcas capilares **?°*'. Além
dessa atuacdo na formacdo de novos vasos sangiiineos, as células endoteliais auxiliam a
migracdo dos fibroblastos durante a fase de sintese de colageno, através da producdo do

plasminogénio o qual degrada o excesso de fibrina 3.

A formacdo das moléculas do colageno sofre alteracdes a medida que a angiogénese
atende as necessidades metabolicas, e a concentracdo de lactato diminui passando a tornar-se

mais lenta, predominando, entdo, os fendbmenos de reabsorgdo das fibras*®. Alguns estudos
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tém demonstrado que os fatores de crescimento, como o Fator de Crescimento dos
Fibroblastos de reacdo acida (FCFa), o Fator de Crescimento Transformador, o Fator de
Crescimento Epidérmico e o Fator de Crescimento Derivado das Plagquetas aceleram o

processo de cicatrizacdo das feridas de pele, cada um com suas funcdes especificas *3#°*°,

Os Fatores de Crescimento sdo definidos como glicopeptideos ou peptideos que
promovem o crescimento, a divisdo e a migracgdo celular no tecido lesado. Como tais, eles
participam de varios aspectos da cicatrizacdo das feridas, incluindo quimiotaxia, mitogénese e
angiogénese. Também estimulam a formacdo da matriz extracelular, a remodelagem e
maturacdo dos tecidos em cicatrizagdo®**%*!, De todos eles, o Fator de Crescimento de
Fibroblastos basico (FCFp) parece ser o que tem o mais amplo espectro de acBes sobre as
células. Atuando como mitdgeno, quimiotaxico e regulador da sintese protéica, influencia

essencialmente todas as células envolvidas na cicatrizacdo das feridas *9°*3,

Fiddes et al (1991) e Yayon e Klaksbrum (1990) revelaram que os efeitos mitogénicos
e quimiotaxico dos FCFp séo dirigidos primariamente para células derivadas do mesoderma,
como ceélulas endoteliais, fibroblastos, condrdcitos, osteoblastos, células musculares lisas e

melandcitos®,

Para Folkman e Klagsbrun (1990), o FCFp promove o crescimento e
regeneragdo de 6rgaos e tecidos “in vivo” e, como fator angiogénico, estimula a producao de
células endoteliais, de proteases e a migracéo celular”® . Diversos estudos tém testado os FCEp

I observaram

em lesBes de pele, a maioria de localizagdo dérmica e subdérmica. Fiddes et a
maior numero de fibroblastos, capilares e uma maior deposicdo de colageno em esponjas de
polivinil contendo FCFP implantadas no subcutaneo de ratos, achados semelhantes foram
verificados por Davidson e Broadley.®® Ao nivel da derme e epiderme, McGee et al
demonstraram uma aceleracdo do processo de cicatrizacgdo com uma Unica injecdo

intraincisional de FCFB™.

Da mesma forma tem-se observado que feridas de animais diabéticos, em uso de
corticosteroide e na presenca de infeccdo tém apresentado aumento da angiogénese,
proliferacdo de fibroblastos e deposicdo de colageno significativamente mais elevados que
nos controles. Estudos clinicos em que o FCFp foi usado em ulceras crénicas de decubito e

em lesBes oculares mostraram resultados satisfatorios?’.

Os efeitos fisioldgicos do FCF sdo dose dependente. Como ficou demonstrado por
Imaizumi et al (1996), o FCFp em doses de 1ng/ml é capaz de inibir a contragdo de feridas
abertas ndo infectadas por acdo de fibroblastos, apesar de duplicar o nimero de células no

oitavo dia de cicatriza&o®.
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Apesar de tantos estudos, ainda permanecem pontos controversos acerca dos possiveis
efeitos fisioldgicos dos FCFp sobre o metabolismo celular no processo bioldgico de reparo

tecidual.

3.1.2 Aspectos gerais sobre cicatrizacao de feridas abertas.

As feridas abertas cicatrizam por um processo bimodal caracterizado pela contragéo
das bordas da ferida e migracdo de células epiteliais, diminuindo a espessura total de ferida
aberta, através de um movimento centripeto de toda a pele que circunda a ferida néo

74651 Dois mecanismos estdo envolvidos no fechamento das feridas abertas, os

suturada
citados fendbmenos proliferativos e 0 mal compreendido mecanismo de contragdo das bordas

da ferida aberta em cicatrizacdo®.

A contracdo das bordas de uma ferida em cicatrizacdo € benéfica por permitir a
reducdo da area total da ferida, mas pode tornar-se nociva quando contribui com as cicatrizes
hipertréficas. O mal compreendido fenémeno de contragdo das feridas abertas parece estar

diretamente ligado & ac4o tanto dos fibroblastos quanto dos miofibroblastos>*°.

Na matriz extracelular ocorrem fenémenos proliferativos caracterizados por uma
intensa neoformacdo de capilares sanguineos e aporte de fibroblastos. Esses fendmenos
culminam com a formacéo dos elementos estruturais do tecido em cicatrizagdo representados
pelo colageno®*3*37  Os fatores de crescimento de fibroblastos de reagdo basica tém uma
acao sobre as feridas em cicatrizacdo, mesmo sendo lesGes crbnicas como queimaduras
complicadas por infeccdo, como ficou demonstrado por Hayward et al (1992), que relataram
que o indice de fechamento de queimaduras crdnicas foi maior no grupo tratado por FCFp, do

que no grupo nio tratado’.

Outros autores em 1991 tinham demonstrado que o FCF também agiria em feridas
abertas excisionais e infectadas. Os indices de fechamento foram maiores no grupo tratado do
que no ndo tratado, apesar da resisténcia as tensdes terem sido menores comparada ao grupo

controle®.

Erlich et al (1990) revelaram através de estudo experimental in vitro que a contracdo
de um gel de colageno faz-se as custas, principalmente, da locomocdo de unidades de
fibroblastos presentes em maior concentragdo no centro desse gel, do que pela acéo contratil
de unidades de miofibroblastos os quais estdo em maior concentracdo na periferia gel®.

Portanto, o fechamento de uma ferida operatdria excisional em cicatrizagdo, de acordo com 0s
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resultados desse trabalho, faz-se mais em decorréncia da locomocdo das unidades de
fibroblastos no gel de coldgeno do que pela acdo contratil de miofibrobalstos. A alta
concentracdo de miofibroblastos na matriz extra celular, de feridas em cicatrizacdo, pode
levar a defeitos do processo de contracdo das bordas das feridas, no entanto, permanece um

ponto controverso, como podemos verificar a partir destes trabalhos abaixo referidos.

O miofibroblasto é uma célula que apresenta todas as caracteristicas morfologicas e
bioquimicas tanto de um fibroblasto comum quanto de mdsculo liso. Normalmente o
miofibroblasto encontra-se em altas concentracdes na fase inicial do processo cicatricial
promovendo forgas contrateis, contribuindo para o fechamento da ferida, e em seguida
desaparece por apoptose. No entanto, as populacdes de miofibroblastos podem permanecer
por um tempo além da fase inicial da cicatrizacdo, podendo contribuir para a formacdo de

cicatrizes hipertréficas®®>"%°,

O tipo de ferida parece influenciar na concentragéo final dos miofibroblastos, como foi
sugerido por Luomanen et al (1988). Segundo estes autores, as feridas excisionais provocam
uma maior proliferacdo de miofibroblastos na matriz extra-celular quando comparada a

feridas incisionais e em feridas provocadas pelo Laser .

Outros autores tém revelado resultados semelhantes, como Zeinoum et al (2001), que
revelaram que a perda de miofibroblastos, uma das células responsaveis pela contracdo das
feridas, observada nas feridas por Laser de dioxido de carbono, evoluem com minima

contratura cicatricial, caracterizando resultados conflitantes com outros estudos®®.

O reparo de feridas abertas excisionais da-se a partir do preenchimento de sua matrix
extracelular por moléculas de colageno, sintetizados por fibroblastos, para os quais
deslocamento e o contato célula a célula tornam-se imprescindiveis, sendo que 0s

miofibroblastos também atuam no processo de fechamento das feridas excisionais.

Este aspecto da capacidade motriz dos fibroblastos no cerne do processo de reparo, da matrix
extracelular, também ficou demonstrado por Hunt et al (1993) e por Madden et al (1993),
mostrando a intima relacédo entre a rede de fibrina, permitindo a locomocéo do fibroblasto, e a
sintese do colageno®®®®. Ndo é apenas a rede de fibrina que contribui com o ambiente
adequado & migracdo dos fibroblastos permitindo uma sintese fisiologica das moléculas do
colageno®®®. Mcgee et al (1998) revelaram que a fibronectina é uma molécula que tem
importante participagdo na matrix extracelular. Segundo tais estudos, a sintese do colageno

fica comprometida em feridas contaminadas por bactérias Gram-negativas, possivelmente por
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destruirem tais moléculas. Outra varidvel que pode afetar a formacéo da rede de fibrina € a

deficiéncia do fator X1 da coagulacéo (fator estabilizador de fibrina)®*.

Diferentes elementos  como deficiéncias vitaminicas, esteroides, diabetes e
contaminacdo bacteriana, afetam o indice de fechamento das feridas abertas excisionais, como
mencionado por MacGee A et al, sendo a contaminacdo bacteriana os elemento mais

implicado™.

Robson et al (1994) demonstraram em estudo experimental que substancias com acéo
antibacteriana sdo capazes de inibir os efeitos deletérios das bactérias sobre as feridas abertas
em cicatrizagdo®. Tais autores demonstraram que a aplicacdo tépica de colénias de
macrdfagos e granuldcitos (GM-CSF ) melhorava o indice de fechamento de feridas abertas
contaminadas com Escherichia col,i quando comparadas a feridas abertas e contaminadas
com o mesmo indculo bacteriano e ndo tratadas, mostrando que a diminuicdo das unidades

formadoras de colonias de bactérias tornava-se benéfico ao processo de cicatrizacéo®.

Em 2003 Kanda et al revelaram através de técnicas de imunohistoquimica a forte
presenca de receptores celulares para os FCFB no ndcleo dos miofibroblastos de areas em
cicatrizacao, sugerindo que tais receptores seriam os responsaveis pela cadeia de ligacdo entre

0s FGFp e estas células durante o processo de cicatrizacio™.

Funato H et al revelaram em 1997 que a aplicacdo do FCFP em feridas de palato foram
capazes de provocar a apoptose de miofibroblastos e inibir a diferenciacéo de fibroblastos em

miofibroblastos 3.

A contracdo de feridas em seres humanos tem aspectos positivos e negativos. E
benéfica por promover a reducdo da area total de ferida, entretanto, a formagdo de escaras
hipertroficas, estenoses de 6rgdos e contratura sdo indesejaveis, tanto do aspecto estético

quanto funcional %8°9.6061.6263

Ono et al revelaram em 1999 que a aplicagdo tépica do FCFp associado a um gel de
colageno e fibroblastos ou isoladamente foi capaz de inibir a contratura de feridas excisionais,
estimular a populacdo de fibroblastos. Também observaram que as fibras do colageno se
organizavam de forma mais linear e horizontal quando na auséncia do FCFBlZ. Estes aspectos
também foram observados por Imaizumi et al (1996), onde ficou demonstrado que a aplicagdo
do FCFB inibe a contratura do latice de colageno®”. Também ficou demonstrado por Shin e
Minn em 2003 que os miofibroblastos estdo fortemente envolvidos nos mecanismos de

contratura, em modelo experimental com um latice de colageno contendo fibroblastos e
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miofibroblastos. A contratura no grupo com miofibroblastos foi dia a dia maior do que no
grupo com fibroblastos®. Os miofibroblastos séo células especializadas na contragdo de
feridas excisionais e participam ativamente no processo de formacéo de escaras hipertréfica.

Ttais acontecimentos podem ser modulados por uma gama de substancias, inclusive os FCFf
58,59,60,61,62,63
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4. FATORES DE CRESCIMENTO

Os fatores de crescimento de fibroblastos sdo moléculas polipeptidicas que controlam
o0 crescimento, a diferenciacdo e o metabolismo das células durante cada uma das trés fases da

cicatrizagao!® 666768

Estdo presentes em pequenas quantidades em todos os tecidos
organicos, porem exercem uma poderosa influéncia local sobre o reparo das feridas. Esses
polipeptideos interagem com receptores especificos na superficie das células, dando origem a
respostas especificas determinadas pelas vias de transducdo mediadas por receptores dentro

das células alvo 224?223,

Segundo Steed (1997), os fatores de crescimento agem em toda as fases da
cicatrizacdo de maneira direta, estimulando a proliferacdo de fibroblastos, a angiogénese,
guimiotaxia a macrofagos e neutrofilos. De maneira indireta contribui para produzir

colagenases, que véo degradar as fibras do colageno na fase de remodelagdo™.

A familia dos fatores de crescimento é composta por varios representantes, que podem
ser designados de acordo com o seu tecido de origem, como por exemplo, o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), com sua acdo bioldgica, fator de crescimento e de
transformacdo (TGF) ou de acordo com a célula alvo, como o fator de crescimento de

16,43,44,45 Essas

fibroblastos (FGF), e o fator de crescimento epidérmico (EGF)
macromoléculas podem agir localmente e a distancia. Quando os fatores de crescimento agem
como hormonios, eles sdo transportados através do plasma ligados a grandes proteinas
carreadoras. Apesar de poderem circular na corrente sangiinea, eles ndo tém uma acdo

sistémica, como demonstrado por alguns estudos* .

Os estudos iniciais ndo deixaram claro qual a verdadeira participacdo dos fatores de
crescimento na cicatrizacdo fetal, na qual dois aspectos estdo mais ou menos definidos: ha
uma baixa concentracdo de fatores de crescimento na matriz extracelular da ferida em
cicatrizacdo no feto e seus fibroblastos tém poucos receptores para os fatores de
crescimento®®**?°, Esses dois aspectos, aliados a outros como, maior concentracdo do &cido
hialurénico (AH), a capacidade do AH em modular a organizagdo das fibras do colageno,
demonstrado por Hellstrom e Laurent (1994), provavelmente sdo 0s responsaveis maiores

pelo reparo tecidual no feto sem a formacéo de cicatrizes™.

Krummel e Nelson (1987) realizaram trabalho experimental, no qual demonstraram

que o TGF-B1 modifica o padrdo de cicatrizacdo fetal, para um modelo tipo cicatrizacdo do
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adulto e ainda revelaram que a sintese do AH ndo se modificava com a presenca do TGF-p1"™.
Estes estudos revelaram que a matriz extracelular fetal, assim como o proprio fibroblasto
fetal, respondem a concentragdes progressivamente crescentes de fatores de crescimento, o
PDGF e o TGF-B1, de maneira que é possivel modular-se a cicatrizacdo fetal, com o uso
desses fatores, assim como, também é possivel modular-se a cicatriza¢do do adulto com o uso
dos anti-fatores de crescimento, como também ficou demonstrado por Broadley e Aquino
(1989)*. Olutoye e Barone (1997) realizaram estudo experimental in vitro, no qual
procuraram demonstrar que o colageno, sendo o principal indutor fisioldgico da agregacdo e
da o-degranulacdo plaquetaria na matriz extracelular do adulto, também poderia ser um

indutor da agregacéo e a- desgranulacdo plaquetaria na matriz extracelular fetal®.

Este estudo demonstrou que o coldgeno do adulto € um indutor da o- desgranulacéo
plaquetaria, apesar de ndo induzir a agregacdo, e que as plaquetas fetais podem produzir

fatores de crescimento?®.

4.1 Fatores de crescimento de fibroblastos (FCFs)

Os fatores de crescimento de fibroblastos regulam uma imensa cadeia de eventos
fisioldgicos relacionados a vida celular que véao desde a apoptose, proliferacdo, diferenciacao,
a composicdo da matrix extracelular, quimiotaxia, adesdo celular, migracdo e processos de
crescimento celular. Constituem uma familia de polipeptideos mitogénicos fortemente
relacionados. Atualmente sabe-se da existéncia de 22 membros desta familia, os quais

compartilham de uma sequiéncia homéloga de aminoécidos.”*"

As acdes dos fatores de crescimento de fibroblastos (FCFs) sdo muito variadas. Muitas
varidveis bioldgicas concorrem para esta diversificacdo fisioldgica. Entre elas podemos
destacar o tipo de célula no qual estd agindo, 0 momento bioldgico, o status bioquimico, e 0
ambiente fisico-quimico no qual a célula encontra-se®’. De forma que, os FCFs podem exercer
impacto fisiologico desde o desenvolvimento embrioldgico, processos fisiologicos como
angiogénese, cicatrizagdo das feridas, até a exercer uma atividade inapropriada em processos
patologicos como neoplasias, doenca de Alzheimer’s, retinopatia diabética, desordens
neurovegetativas e aterosclerose, inclusive fenbmenos bioldgicos no processo de reparo

tecidual como na inibicdo das escaras cicatricais’*">"®.

Os FCFs exercem suas acOes fisiologicas por meio de ligagdo com receptores de

superficie celular de alta afinidade, os quais fazem parte da familia de receptores da tirosina
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quinase. Para melhor conhecimento destes elementos os cDNAs de quatro receptores
especificos do FCFs foram geneticamente reproduzidos, séo eles: FCFR-1, FCFR-2, FCFR-3
e FCFR-4*°3""8 Todos o0s receptores tém em comum uma estrutura protéica geral
caracterizada por uma sequéncia clara de aminodcidos terminais dispostos como trés
imunoglobulinas extracelulares (designadas 1Gg I, Il e I1l), uma Unica membrana envolvendo

toda a superficie e uma tirosina quinase separada e dominante” .

Os FCFs afetam a cicatrizacdo das feridas por varios caminhos. Estimulam a
proliferacdo dos fibroblastos através de uma acdo direta sobre macrofagos, inibem a
diferenciacéo de fibroblastos em miofibroblastos, e agem indiretamente inibindo a acdo dos
fatores de crescimento e transformagdo- P(TCF-P), que sdo potentes indutores da
diferenciacéo e proliferacdo de fibroblastos em miofibroblastos. Esta acdo faz-se através da

“down regulation” sobre o receptor 85-kDa do TCF-[3 28747576,

Os miofibroblastos sdo em tese as células responsaveis pela contracdo das bordas de
uma ferida excisional em cicatrizagdo. Permanece um ponto controverso na literatura tal
afirmativa. Segundo Garner et al (1995) e Moulin et al (1996) ha duas teorias acerca da
contracdo das feridas excisionais 1. A primeira teoria considera o miofibroblasto como a
célula principal no processo de contracao, segundo a qual o miofibroblasto exerce a contracédo
das bordas das feridas via “gap juncdes” entre os mesmos, funcionando a semelhanca de
fibras musculares. Esta teoria é fortalecida por experimentos nos quais estas células isoladas
de feridas em contracdo ou de escaras hipertroficas promovem a contracdo de latices de

colageno de maneira mais intensa do que células isoladas de pele normal %.

A segunda teoria advoga que a contracdo da ferida, em cicatrizacdo, faz-se mais as
custas de células migratorias que se movem através de uma rede de fibrina aplicando uma
forca centripeta entre células e a matrix extracelular, culminando com o fechamento da ferida
operatoria. Muito embora o miofibroblasto esteja presente neste ambiente bioldgico, sdo os
fibroblastos que apresentam esta propriedade de movimentar-se no interior da matrix extra-

celular®8384

O fator de crescimento de fibroblastos de reacdo basica (FCFf) acelera a cicatrizagao
de feridas abertas e infectadas, assim como de feridas em ratos diabéticos e tratados com
esterdides™*°. O mecanismo pelo qual este processo se da ndo esta claro. De acordo com o
trabalho de Stenberg et al (1989), a ferida aberta infectada tratada com fator de crescimento

de fibroblastos de reacio bésica ndo parece cicatrizar por estimulo a sintese do colageno™.
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Ono et al (1999) revelaram que o FCFB ¢ inibidor da contracdo de feridas abertas
tanto isoladamente como associado a um gel contendo col4geno®. Da mesma forma, Khouw
et al revelaram que o FCFp inibe a diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos e que o
TGF-beta estimula. Esta claro que o TGF-beta acelera o fechamento das feridas abertas

infectadas sem, no entanto, promover a formagao de escaras hipertroficas™.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Reagentes:
Foram utilizados: o Fator de Crescimento de Fibroblastos de reacdo basica (FCFp)
estabilizado em heparina, humano, recombinante, de procedéncia SIGMA,; anticorpo Anti-

FCF[ da mesma procedéncia e Direct Red 80 de procedéncia Aldrich Chemical Co.

5.2 Animais de experimentacao

Os animais foram provenientes do Biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental Prof.
Clovis Travassos Sarinho - CCS-UFRN. Foram usados 60 ratos da linhagem Wistar, todos do
sexo masculino com peso 270+£23g, submetidos a um periodo de aclimatacdo de sete dias no
laboratdrio, antes de iniciados o0s experimentos. Mantidos em gaiolas individuais de
polipropileno em ambiente com controle de particulas, temperatura 24°C, alternando-se 12
horas claro-escuro. Foram separados aleatoriamente em grupos e subgrupos e observados em
gaiolas individuais durante todo o experimento, onde receberam agua e alimento Labina-

®G‘

Purina™ “ad libitum”.
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6. PROCEDIMENTO CIRURGICO

No dia anterior a operacdo 0s animais permaneceram por um periodo de jejum de 12
horas recebendo apenas agua. Todos foram submetidos a anestesia com pentobarbital sodico,
na dose de 20 mg/Kg, por via intraperitoneal, depilacdo da pele dorsal, contengéo na mesa de
operacdes em decubito ventral e anti-sepsia com PVPI 1% (Figura 1). Foram criadas duas
feridas de 1cm® de espessura total da pele do dorso, distando 4cm uma da outra, sendo a

primeira mais cranial denominada F1 e a segunda mais caudal, F2 (Figura 2).

Figura 1. Animal anestesiado, posicionado na mesa,
antissepsia com povidona.

Figura 2: ferida 1 e ferida 2 com 1cm? (cranial e caudal)
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7. TRATAMENTO DAS FERIDAS

Os 60 animais que compdem o experimento foram divididos aleatoriamente da forma
que pode ser observada na figura 5. No grupo A (n=30), imediatamente apds o procedimento
cirargico, foi feita a aplicacdo topica nas feridas abertas de 0,1ml de solugdo composta de 1g
de fezes frescas dos préprios ratos e 1ml de solucdo salina (Figura 3). No dia seguinte,
constatada a infeccdo atraves da presenca de secrecdo purulenta nas feridas F1 e F2, no
subgrupo Al (n=10) foi aplicada solucédo salina (1ml) sobre as feridas. Nos animais do sub-
grupo A2 (n=10) as feridas foram tratadas com solugéo de FCF na dose de 10ng diluido em
solugéo salina, correspondendo a 10 microlitros de solugdo. Nas feridas do sub-grupo A3
(n=10), além do FGF-p foi aplicado o anti-fator de crescimento na mesma diluicdo. (Figura
4).

Nos animais do grupo B (n=30) foram realizados os mesmos procedimentos do grupo

A, sem indugdo de infeccdo nas feridas.

Figura 3. aplicagéo topica da solucdo contendo bactérias.
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Figura 4. Aplicacdo do FCFp ou do anti FCF.

DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL

60 ratos
|
| |
A B
Infecgdo Sem infecgdo
N=30 N=30

| ]
| | | | | |
Al A2 A3 - B3
B1
. o . . . Controle sem infecgdo .
Controle com infecgdo FGF-B FGF-B+ anti-FGF-f G FGF-B FGF-B+ anti-FGF-f
N=10 N=10 N=10 _ N=10 N=10

Figura 5. Delineamento experimental com a distribui¢cdo dos 60 animais em grupos e
subgrupos, e seus respectivos tratamentos.
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8. ANALISE HISTOLOGICA

No oitavo dia de pds-operatorio a ferida mais cranial (F1) foi totalmente ressecada,
colocada no fixador formol 10% por trés dias. Foi parafinizada, cortada em 5u através de
micrémetro. Os cortes foram desparafinizados e corados com hematoxilina e eosina, para
andlise histoldgica da reacdo inflamatdria. Os animais foram observados por um periodo
necessario ao completo fechamento das feridas cirdrgicas localizadas na regido mais caudal
(F2), anotando-se o tempo de cicatrizacdo na manhd em que as feridas mostravam-se
totalmente epitelizadas. Em seguida, os ratos foram sacrificados com superdose de anestésico,
a cicatriz cirurgica foi ressecada em toda sua extensdo, preparada para estudo histoquimico
pelo método do “picrosirus-red’, afim de detalhar a densidade dos colagenos tipos I e I11, bem
como sua maturacdo. Cortes histolégicos de 5u foram desparafinizados, hidratados e tratados
durante noventa minutos em uma solucdo 0,1% de Red Sirius (Direct Red 80 Aldrich
Chemical Co.) dissolvida em solucdo aquosa saturada de &cido picrico. As sess6es foram em
seguida lavadas em agua corrente e coradas com hematoxilina de Harris por 6 horas. As
laminas foram examinadas em microscopio Otico convencional com fonte de luz forte,
utilizando 2 filtros de luz polarizada para estudar a bi-refringéncia do colageno
especificamente corado. Sobre luz polarizada, as fibras sdo vistas como discretas pontes de
cores sobre um fundo preto. O colageno do tipo I, que tende a formar fibras mais espessas
constituidas por fibrilas compactas e densas, e com melhor arranjo espacial na sua bi-
refringéncia, foi identificado quando variou de amarelo intenso a vermelho leve. O colageno
do tipo Ill, que tende a formar fibras mais finas com fibrilas menos compactas e mais
separadas, foi identificado quando apareceu corado na cor verde, na bi-refringéncia.

A anélise quantitativa dos achados histoldgicos foi realizada quanto a maturacdo
coldgeno de acordo com a sua birefringéncia, utilizando-se um sistema digitalizador e
analisador de imagens. A area total dos campos microscépicos foi observada utilizando-se
microscopio optico (Olimpus B-50), cuja imagem foi capturada por camera digital Samsung e
digitalizada através de Software Image Pro-plus, verséo 4.0 (Media Cybernetics - LP, USA).
O campo digitalizado foi dividido pelo programa em unidades de imagem denominadas
picture elements ou pixels, com coordenadas definidas. Foram avaliados por microscopia
Optica, vinte campos aleatorios de cada lamina. Apos selecionada a resolucdo desejada, 0s
impulsos épticos foram digitalizados, resultando em uma imagem de cada campo a qual foi
armazenada, sendo processada em sistema multimidia. As laminas foram examinadas para

quantificacdo de células, fibras e elementos da reacéo inflamatoria.
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9. ANALISE ESTATISTICA

Foi feita utilizando-se o teste F e o teste de Tukey, através do software Statistica versao 6.0.

As diferencas entre as médias foram consideradas significantes quando p<0,05.
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10. RESULTADOS

10.1 Tempo de cicatrizagao

Durante todo o procedimento os animais foram observados quanto ao padréo
respiratorio e as complicacdes respiratorias e a taxa global de mortalidade foi de 10%. O
tempo necessario para a completa cicatrizacdo da ferida f2 no subgrupo Al foi de 21,5 dias,
no subgrupo A2 12,87, no subgrupo A3 20,87 dias. No subgrupo B1 9,70 dias, no subgrupo
B2 13,50 dias, no subgrupo B3 15,40 dias (Tabela 1). Ndo foram observadas cicatrizes
hipertréficas em ambos 0s grupos.

Tabela 1: expressa a média do tempo necessario para a completa cicatrizacdo de F2 em
cada subgrupo

géﬁ;jigos Variavel Tempo de cicatrizacéo
subgrupos | Subgrupos (dias)*

Al Infeccdo sem FCFpB 21,50 + 1,60°

A2 Infeccdo + FCFp 12,87 +0,83"

A3 Infeccdo + FCFp + Anti- FCFp 20,87 + 1,64°

B1 Sem infeccdo sem FCFB 13,50 + 1,18"

B2 Sem infeccdo + FCFP 9,70 + 1,70°

B3 Sem Infeccdo + FCFp + Anti- FCFp 15,40 + 1,501

*Média +desvio padrao.

Parametros assinalados com a mestra letra ndo diferem entre si (p>0,05).

Na tabela 1, observando-se o tempo de cicatrizagdo dos animais do subgrupo Al,
percebe-se diferenca significante com relacdo a todos os demais subgrupos, com exce¢do do
A3. Ocorreu diferenca significante no tempo de cicatrizacdo do subgrupo A2, quando
comparado com os demais, com excecdo do subgrupo B1. Portanto, o tratamento das feridas
com FCFp foi capaz de acelerar o processo cicatricial tanto na ferida com infeccdo quanto

sem infecgdo e a sua inibigdo através do seu anti-FCF( retardou o processo cicatricial.
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10.2 Histologia

Quanto a densidade da reacdo inflamatoria, observa-se no grafico abaixo (Figura 6)
que houve diferencas estatisticas no numero de células entre o0s varios grupos ao término do
experimento. O gréafico sugere que o grupo A3, cujas feridas infectadas foram tratadas com
FCFB+ anti-FCFf, teve menor densidade no numero meédio de células inflamatorias do que os

demais grupos.
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Figura 6: Densidade de células inflamatorias para todos 0s grupos.
Al, Infeccdo sem FCFp; A2, Infecclo + FCFp; A3, Infeccdo + FCFf + Anti- FCFp;
B1, Sem infec¢do sem FCFB; B2, Sem infec¢do + FCFpB; B3, Sem Infeccdo + FCFp + Anti- FCFp.

Na andlise de variancia através do uso de teste paramétrico, verificou-se que houve
diferenca significante entre pelo menos um dos subgrupos comparando-se com 0s demais
(F=4,278 com p=0,003), ou seja, verificou-se que o subgrupo B2 apresentou a maior
densidade de reagdo inflamatoria e difere dos demais com relacéo a esse parametro. Através
do teste de Tukey para anélise das comparages multiplas com nivel de significancia de 5%,
observou-se que ha diferenca significante entre o subgrupo B2 e os subgrupos Al, A3 e B1
(Tabela 3). As figuras 7, 8 e 9 mostram alguns detalhes histopatologicos observados em

laminas dos tecidos de alguns animais e seus respectivos subgrupos.



Figura 7. A maior intensidade da
reacdo inflamatoria é vista nesta
lamina de um animal do subgrupo B2.

Figura 9: animal do subgrupo B1
Subgrupo A3 H-E 200x

Figura 8: Reacdo inflamatoria de
lamina de animal do subgrupo A3.
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10.3 Andlise qualitativa do colageno do tipo 1, pelo método do picro-sirius red
a partir da determinacao do uso de imagens digitalizadas.

210,00

200,00 -

190,00

180,00

170,00

Densidade de colageno tipo | por imagem

160,00

150,00 T T T T T
Al A2 A3 Bl B2 B3
Sub-grupos

Figura 10. Neste grafico observa-se que ha diferenca na densidade do colageno do tipo I entre
0 subgrupo B2 e os demais subgrupos. Porém, essa diferenca € significante apenas, quando

comparada com o subgrupo Al (p<0,05).
Al, Infeccdo sem FCFpB; A2, Infecclo + FCFp; A3, Infeccdo + FCF( + Anti- FCFj;

B1, Sem infeccdo sem FCFp; B2, Sem infec¢do + FCFpB; B3, Sem Infeccdo + FCFp + Anti- FCFp.

A analise de variancia paramétrica constatou os valores F= 3,345 e p-valor igual a
0,015, significando que pelo menos um ou mais subgrupos diferem entre si. Na andlise das
comparagdes maltiplas pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%, observou-se
que a densidade do colageno do subgrupo B2 tem diferenca significante apenas, quando
comparado com o subgrupo Al (Figura 10). Esses dados significam que quando as feridas ndo
infectadas foram tratadas com FCFf3, ocorreu o estimulo para producdo de colageno tipo I,
proteina que predomina nas feridas com alto grau de maturacdo. Quando foi acrescentado o
anti-FCFp as feridas (subgrupos A3, B3), houve reducdo da densidade do colageno tipo I
aproximando-se daquela observada no controle (Al). Nas feridas infectadas o tratamento com
FCFpB (subgrupo A2) contribuiu para aumentar a densidade do colageno tipo | em relagdo ao
controle (subgrupo Al) e o acréscimo do anti-FCFp fez reduzir essa densidade (subgrupo
A3). Entretanto, as diferencas na densidade entre esses subgrupos ndo se mostraram

significantes (p>0,05).
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Figura 11. Imagem com coloracéo pelo picro-sirius red de um animal do subgrupo B2, onde
se observa alta densidade do colageno tipo I, corado em vermelho (200X).

Figura 12. Microfotografia de ldmina de animal do subgrupo A1, com baixa densidade de
colageno tipo 1. (200x).
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11. ANALISE HISTOQUIMICA QUALITATIVA DO COLAGENO TIPO Il ATRAVES
DA COLORACAO PICRO-SIRIUS RED.

Na anélise da concentrac&o do colageno do tipo 111 observou-se que O FCFf estimulou
a producdo de colageno tipo Il indistintamente em feridas infectadas e ndo infectadas
(subgrupos Al, A2, A3, B1 e B2) e que ocorreu diferenca significante entre a producédo de
coldgeno tipo Il quando foram comparados esses subgrupos com o subgrupo B3 (p<0,05).
Ou seja, 0 do anti-FCFB bloqueou a agdo do FCF3 como estimulante da a sintese do colédgeno
do tipo 11l em feridas néo infectadas (subgrupo B3). A producéo do colageno tipo | foi sempre
significativamente maior do que a do colageno tipo 111 em todos os grupos, sobressaindo-se o

subgrupo B2, cujas feridas ndo infectadas foram tratadas com FCFp.
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Figura 13. Média da densidade do colageno tipo Il .
Al, Infeccdo sem FCFB; A2, Infeccdo + FCFpB; A3, Infeccdo + FCFp + Anti- FCFj;
B1, Sem infec¢do sem FCFp; B2, Sem infec¢do + FCFp; B3, Sem Infeccdo + FCFp + Anti- FCFp.

Na anélise de comparag6es multiplas pelo teste de Tukey observou-se que ha diferenca
(p<0,05) entre o subgrupo B3 e os demais subgrupos (Figura 13). A figura 14 demonstra a
baixa concentracdo de colageno tipo 111 em lamina do subgrupo B3, onde quase ndo sédo vistas
fibras de coloracdo verde. Nas figuras 15 (subgrupo Al), 16 (do subgrupo A3) e 17
(subgrupo B2) observa-se alta densidade do colageno tipo 11, correspondendo aos subgrupos

onde a presenca desse tipo de colageno foi elevada.



coloracdo verde, colageno tipo 111 (200x).
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Tabela 2: Médias dos totais de células inflamatdrias e densidade de cor do colageno tipo Il e
tipo 1, nos subgrupos estudados. Andlise histolégica por HE e picrossirius, respectivamente.

Variaveis

INFLAMACAO HE*' | COLAGENO 111> | COLAGENO | *
Grupos
Al Controle com infecgo 398,00 + 211,51 161,62 + 8,63%** 193,28 + 7,29**
A2 FCFB + Infeccéo 519,87 + 122,37 153,64 + 7,52** 186,97 + 12,71**
A3 FCF+ Anti-FCF( 307,37 +102,22° | 139,14 +2232%% | 178,60 + 29,89%*

+ Infecgéo

B1 Controle sem infecco 354,60 + 120,08 143,68 +9,03** | 169,96 + 12,23%*
B2 FCFp sem infecgéo 603,62 + 213,17® 161,29 + 7,75** | 202,77 + 18,77**
B3 FCFB + Anti-FCFp 497,50 + 100,64 65,38 + 14,92%* | 174,25 + 19,04**

Média + desvio padréo.

*Valores com pelo menos uma letra igual diferem significativamente a um nivel de 5% através do teste de
Tukey.

**Diferenca significante entre o colageno Il e colageno | a um nivel de 5% pelo teste t para amostras
pareadas.

8 Difere significativamente de todos 0s grupos através do teste de Tukey a um nivel de 5%.

1 - Quantidade de células inflamatérias por imagem.

2 - Densidade de cor por imagem.
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12. DISCUSSAO

Entre as diferentes expectativas do sucesso do tratamento cirurgico, pode-se ressaltar a
cicatrizagdo, fendbmeno que envolve resisténcia dos tecidos suturados, estética e recuperaco
da fungdo. Em se tratando em suturas de pele, esses aspectos séo essenciais™*>*. No presente
trabalho foi adotado um modelo experimental em ratos Wistar por ser um animal de facil
obtencdo, de manejo anestésico e cirdrgico padronizado, de uso difundido, com os quais ha
um amplo conhecimento na investigago cientifica %4,

A anestesia com pentobarbital sodico intra peritonial na dose de 20mg/kg foi a técnica
escolhida pela sua facil execucdo, por apresentar uma rapida absorc¢éo e efeito prolongado no
rato, possibilitando um tempo cirtrgico e um plano anestésico seguros e satisfatérios *°.

O modelo cirdrgico experimental proposto permitiu uma andlise evolutiva temporal da
producdo das fibras do coladgeno. A anélise histoquimica dos tipos do coladgeno pelo método
do picrosirius red baseia-se na birrefringéncia apresentada pelas suas fibras, quando expostas
a luz polarizada ***.

O fator de crescimento de fibroblastos de reacdo basica é um polipeptideo indutor da
fibrogénese, miogénese e angiogénese de forma que a sua acao local pode estimular uma série

de processos biolégicost 121415

. Os trabalhos realizados por Greenhalg et al (1999)
revelaram que feridas cirlrgicas de ratos diabéticos geneticamente modificados se
beneficiavam com a aplicacéo topica do FCFp e do PDCF, diminuindo o tempo necessario a
completa cicatrizacdo de suas feridas, enquanto naqueles nos quais as feridas ndo eram
tratadas o processo cicatricial néo se fazia de forma semelhante® .

A infeccdo € uma das variaveis que afetam os parametros da cicatrizacdo e varios sao
0s possiveis caminhos naturais pelos quais as bactérias podem atuar no sentido de trazer
prejuizos ao processo de reparo tecidual. Peacock (1991) revelou que a bactéria secreta um
ativador exdgeno de plasminogénio e proteases capazes de contribuir para o lise de proteinas
tais como a fibrina, além de bloquear a migracao de fibroblastos e a formacgédo de novos vasos
9.

Brian et al (1989) revelaram que feridas excisionais e infectadas podem se beneficiar
com a aplicagéo topica do FCFp. Usando a dose de 10pg/ml nos animas tratados, observaram
uma reducdo no tempo de cicatrizagdo. Da mesma forma, Hayward et al (1992) revelaram
que queimaduras cronicas em fase de granulagdo beneficiam-se com a aplicacdo do FCFf

com dose dez vezes maior, ou seja, de 100pg/mi*°.
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Os resultados do presente trabalho revelaram que a infeccdo afeta o tempo de
cicatrizagao retardando o fechamento das feridas, como visto nos animas com infecgéo sem o
tratamento tépico com FCFf3, onde o tempo médio de cicatrizagdo por segunda intencao foi de
21,5 dias. Quando as feridas infectadas foram tratadas com FCFf, o tempo médio foi de 12,8
dias. Nos animas sem infeccdo o tempo médio de cicatrizacdo foi de 13,5 dias e nos animais
que receberam o FCFB houve uma reducdo no tempo médio para 9,7 dias. A literatura é
controversa gquanto aos mecanismos biolégicos envolvidos nesta reducdo do tempo para a
completa cicatrizacdo. Os elementos bioldgicos que concorrem para a restauracdo tecidual sao
a resposta inflamatoéria com migracdo de polimorfonucleares, macrofagos, a migracdo de
fibroblastos com a deposicdo de coldgeno e a angiogénese, favorecendo o surgimento de
novos vasos. Em todos estes fendmenos o FCFp atua beneficamente 11+:1213:14.15.21,23.25.2627

Mcgee et al (1988) e Slavin et al (1992) observaram que ao nivel da derme e
epiderme ocorre uma aceleracdo do processo de cicatrizagdo com uma Unica injecdo
intraincisional de FCFp em feridas de animais diabéticos, em uso de corticosterdide e na
presenca de infeccdo. Nesses casos observaram aumento da angiogénese, proliferacdo de
fibroblastos e deposicdo de colageno mais satisfatérios que nos controles™?’. Em estudos
clinicos, Folkman e Klaksbrun (1987) , Robson et al (1992) e Folkman (1992) fizeram o uso
topico de FCFB em Ulceras pépticas crénicas, em Ulceras de decubito e em lesdes oculares.
Observaram uma reducao do tempo de cicatrizacdo, com uma maior resposta inflamatdria e
maior deposicdo de colageno nas lesdes 2285,

Medeiros et al (2001) observaram que a aplicacdo intraincisional de uma Unica dose
de FCFB em feridas suturadas foi capaz de estimular a proliferacdo de polimorfonucleares,
macrofagos e fibroblastos com um aumento da sintese de colageno e ganho de resisténcia a
tensdo nas cicatrizes'. No entanto, Stenberg et al (1989) observaram dados conflitantes
com a literatura. De acordo com os resultados dos estudos destes autores, o FCFf3 realmente é
capaz de inibir o retardo na cicatrizagdo provocado por bactérias que colonizam uma ferida
excisional. Aplicando doses FGFpB que variavam de 1.5}1g/cm2 ,10}1g/cm2 a 1OOpglcm2 0
tempo médio de cicatrizacdo foi menor em relagdo aos grupos com infec¢éo ndo tratados com
FCFB. Além disso, a resisténcia a tensdo foi menor nos grupos cujas feridas foram tratadas
com FCFp, com ou sem infec¢do do que nos grupos dos animais ndo tratados™®.

O modelo experimental utilizado no presente trabalho foi semelhante ao de Stenberg et
al, no qual realizou uma Unica aplicagdo topica do FCFp na dose de 10pg/ml em veiculo de

acetato de sodio com pH 5.0. No presente trabalho aplicou-se 10pg/ ml no primeiro dia da
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cicatrizacdo. A resisténcia a tensdes nao foi testada no presente trabalho, pois tratou-se de
modelo experimental de cicatrizagdo em feridas abertas quadrangulares por segunda
intencdo, e ndo de ferida incisa suturada. No entanto, em modelo experimental de feridas
incisionais Medeiros et al (2001) observaram que uma unica aplicacdo intraincisional do
FCFp foi capaz de aumentar a resisténcia as tensbes das feridas tanto no sétimo quanto do
vigésimo primeiro dia de cicatrizacao™.

O fator de crescimento de fibroblastos é um forte indutor da fibrogénese, entretanto,
estimula fortemente a producéo de colagenases, enzimas que destroem as fibras do colageno.
Portanto, € possivel que sua a¢do desordenada diminua a concentracdo global do colageno,
diminuindo a resisténcia das feridas as tensfes, o que pode ter ocorrido no trabalho do
Stenberg et al °.

A formacdo do tecido de granulacdo é parte fundamental do processo de reparo
tecidual, envolve resposta inflamatdria, migracdo celular seguida por proliferacdo celular e
sintese de tecido conectivo *?341415242526.27. 'Ng presente trabalho experimental observou-se
forte resposta inflamatdria nos grupos tratados com o FCFB, com relacdo aos demais
subgrupos ndo tratados, mostrando-se uma variavel importante no processo de reparo tecidual.

O FCFp € um potente estimulador da resposta inflamatéria no sitio da cicatriza¢do. Tal
estimulo tem sido demonstrado em situacdes adversas onde sabidamente ha deficiéncia na
formagdo e migracdo de polimorfonucleares e macréfagos, como no caso de animais
diabéticos geneticamente modificados e em modelos experimentais de feridas em cicatrizacao
tratadas com corticoides™*51>1¢.

A contaminacdo bacteriana de uma ferida operatéria é um potente indutor da resposta
inflamatoria, ativa a liberacdo de linfocitos, citocinas e macrdfagos, além de fator de necrose
tumoral e interleucinas®®. No modelo experimental ora analisado, demonstrou-se que a
resposta inflamatoria foi mais intensa no subgrupo sem infeccdo e tratado com o FCFp, até
maior do que no subgrupo tratado com FCFpB, com infeccdo, caracterizando um ponto
contraditério com a literatura. No entanto, verificou-se que nos animais tratados com FCFf
com ou sem infeccdo, a resposta inflamatoria foi mais intensa do que nos animais nédo tratados
ou naqueles em que houve inibicdo do FCFB com o anti-FCF3 com ou sem infecgéo.

As fibras do colageno s@&o um dos principais componentes da matriz extracelular,
sendo o responsavel pela resisténcia ténsil das feridas. Durante o processo de cicatrizagio das
feridas, o colageno atua como um agente modulador da proliferacdo e migracdo celular,
tornando-se um importante elemento no fechamento das feridas excisionais, o responsavel

maior pelo ganho de resisténcia das cicatrizes >,
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Os FCFpBs sdao um grupo de potentes polipeptideos, semelhantes a hormonios, que
afetam uma ampla variedade de sistemas bioldgicos, incluindo o reparo tecidual, tanto in vivo
quanto in vitro. Atuam em ceélulas de linhagem mesodérmica, tais como células endotelias,
condrécitos, osteoblastos, células musculares lisas, melanécitos e fibroblastos™*741>7 A
aplicacdo intralesional de uma unica dose do FCF-b em feridas incisionais é capaz de
provocar estimulo a producdo das fibras do colageno, como ficou demonstrado por varios
autores™**>%,

A resisténcia as tensdes das feridas operatorias é produto de uma somatéria de fatores,
tais como: a concentracdo do colageno, a espessura de suas fibras e seu nivel de organizacéo,
como ficou demonstrado por White e Barbul*®.

Foi demonstrado no presente trabalho que a aplicagdo tdpica do fator de crescimento
foi capaz de estimular a concentracdo global do colégeno tanto do colageno do tipo Il quanto

1415 No entanto, os trabalhos de

do tipo I, como foi observado em outros estudos
Stenberg et al (1991) e de Broadley et al (1989) revelaram que a aplicacdo intralesional do
FCF-b em feridas excisionais infectadas e incisionais nao infectadas, respectivamente, inibiu a
sintese do colageno™®**.

No presente trabalho observou-se que a inibicdo do fator de crescimento de
fibroblastos pelo anti-FCF prejudicou a formagdo do colageno do tipo Ill, tanto no subgrupo
com infeccdo quanto no subgrupo sem infecgdo. A aplicacdo do FCFB aumentou a sintese
global do coladgeno, em maior intensidade o do tipo I, certamente contribuindo para a inducao
da maturagéo das feridas.

Outro aspecto ainda mais importante verificado no presente estudo foi o fato do FCFf3
ter aumentado a concentracdo do colageno do tipo I, quando comparado com a concentracdo
do colageno do tipo Il em todos os subgrupos analisados, fato que pode ser observado na
tabela 3, correspondendo a um estimulo extra para aceleracdo do tempo de cicatrizacdo e de
estimular a maturacdo do colageno, observacdo esta corroborada por varios estudos da
literatura 1,2,3,4,7,12,14,15,47,49,51,52,53.

O uso do FCFpB em feridas abertas ndo infectadas contribuiu para estimular a sintese
do colageno tipo I, que se manteve com densidade elevada durante o tratamento com FCFf
exogeno. Entretanto, quando se acrescentou o anti-FCF[3, ocorreu uma queda brusca e
significante na sintese desse colageno, especialmente em feridas ndo infectadas. Pode-se

inferir portanto, que a atuacdo do FCFP nessas feridas foi fundamental para a sintese do
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colageno tipo Ill. Nas feridas infectadas o anti-FCF( ndo conseguiu bloquear a sintese do

colageno tipo I, cuja densidade manteve-se elevada.
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13. CONCLUSOES

Nas condic¢Ges do nosso experimento podemos concluir com margem de seguranga de
95% que: A) A aplicagdo topica intralesional do fator de crescimento de fibroblastos de
reacao basica contribuiu para alterar positivamente a evolucdo da cicatrizacdo de feridas
abertas da pele de ratos, infectadas e ndo infectadas, no que diz respeito ao tempo de

cicatrizacdo e reacdo inflamatoria.

B) Contribuiu para a maturacdo do colageno através do aumento da densidade do coladgeno do
tipo I, quando comparado com o colageno tipo Ill, que também teve sua producdo

incrementada.

C) O anticorpo anti-FCFp foi capaz de reduzir significativamente a producdo do colageno

tipo 111 e 1, nas feridas tratadas com o FCF.
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