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Morfometria de fibroblastos e fibrocitos durante o processo cicatricial na pele de coelhos
daraca Nova Zelandia Branco tratados com caléndula

Morphometry of fibroblasts and fibrocytes during wound healing in the skin of rabbits of the
New Zeland White breed treated with marigold

Leonardo de Oliveira Pagnano' Silvana Martinez Baraldi-Artoni" Maria Rita Pacheco"
Edanir dos Santos'" Daniela Oliveira"' Jeffrey Frederico Lui'

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade
cicatrizante da caléndula (Calendula officinalis L.) sobre feridas
cutaneas experimentais, em 15 coelhos, distribuidos em trés
grupos denominados: excipiente, caléndula e controle. Cada
animal foi submetido & uma incisdo cirdrgica de 6cm de
comprimento, lateral a coluna vertebral e suturada no padrao
U. Os produtos avaliados foram colocados sobre as incisdes
durante sete dias na quantidade de 0,1ml (locdo cremosa
ndo-iénica — grupo excipiente; tintura de caléndula a 5% -
grupo caléndula) e nos animais do grupo controle ndo se
utilizou nenhum produto. A bidpsia de pele foi realizada no 1°,
39, 52 ¢ 7° dia apds a incisdo cirdrgica para avaliacdo
morfométrica do processo cicatricial, analisando-se 0 nimero
de fibroblastos e fibrocitos. A morfometria foi realizada por
meio de microscopio Optico adaptado a um sistema
computadorizado de analise de imagens. De acordo com 0s
resultados, a caléndula propiciou obtengdo dos maiores valores
médios das células envolvidas no processo cicatricial, os
fibroblastos, deduzindo que a mesma, inferiu uma resposta
mais satisfatoria na cicatrizacdo em relacdo aos demais
tratamentos.

Palavras-chave: caléndula, cicatrizag&o, coelhos, fibroblastos,
fibrécitos, morfometria.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the scarring
capability of marigold (Calendula officinalis L.) on experimental
skin wounds in 15 rabbits, distributed in three groups: excipient,
marigold and control. Each animal was subjected to a surgical
incision measuring 6cm in length, laterally to the spinal column
and sutured in U-shape. Products evaluated were placed on
the incisions for 7 days, at a rate of 0.1ml (nonionic creamy

lotion — excipient group; 5% marigold extract) and no treatment
was provided to control animals. Skin biopsy was performed
on 1, 3, 5, and 7 days after wounding, for morphometric and
cicatricial process evaluations. The morphometry was
performed with an optical microscope adapted to a
computadorized picture analysis system. The results showed
that marigold allowed the highest growth rate in cells directly
involved in the cicatricial process, the fibroblasts and fibrocytes
and can therefore be considered the most satisfactory on the
wound healing in comparison to the other treatments.

Key words: marigold, wound healing, rabbits, fibroblasts,
fibrocytes, morphometry.

INTRODUCAO

A cicatriza¢do ¢ um fendmeno complexo que
visa restabelecer a integridade morfologica e funcional
de qualquer tecido ou orgéo lesado. Ela consiste em
perfeita e coordenada cascata de eventos celulares ¢
moleculares que interagem para que ocorra a
reconstitui¢do do tecido (MARTIN & LEIBOVICH,
2005).

A cicatrizagdo depende de fatores como tipo
de pele, localizagdo anatomica, idade (JULIA etal., 1992),
estados de satde e nutricional do paciente, alteragdes
cardiocirculatorias e de coagulagdo, uso de farmacos
sistémicos e ressecamento do leito da ferida durante a
cicatrizagdo (MANDELBAUN etal., 2003). O processo
cicatricial é dividido em fases (coagulacao, inflamatoria,
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proliferativa, epitelizac¢@o, contragdo e remodelagem)
devido a extrema complexidade e interagdo de seus
eventos. Essas fases sdo interdependentes e ocorrem
simultaneamente (HUNT, 1990).

Os fibroblastos sdo as principais células
envolvidas na cicatrizagdo e t€m por principal fungdo a
manutencdo da integridade do tecido conjuntivo, pela
sintese dos componentes da matriz extracelular
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Os fibroblastos
sdo estimulados a produzir e a depositar componentes
da matriz extracelular e, na pele, esses eventos sdo
necessarios para permitir € promover a reepitelizagdo
(AMADEU etal., 2003). Eles estdo sujeitos a mudancas
devido as forgas mecanicas as quais sdo submetidos
durante situagdes patologicas ou fisiologicas e, assim,
organizam as fibras coldgenas e estdo diretamente
relacionados a formagao do tecido de granulagdo. Além
de produzirem colageno, os fibroblastos produzem
elastina, fibronectina, glicosaminoglicanas e proteases,
responsaveis pelo desbridamento e remodelamento
fisiologicos da célula (HILDEBRAND et al., 2005).

Durante a formagao do tecido de granulagio,
fibroblastos e células endoteliais proliferam e se movem
para o interior da ferida, produzindo matriz extracelular e
angiogénese (SINGER & CLARK, 1999). Muitos
fibroblastos adquirem alguns aspectos morfologicos e
bioquimicos de células musculares lisas, onde essas
modificagdes dardo origem aos miofibroblastos
(DESMOULIERE & GABBIANI, 1996). Os miofibroblastos
participam na sintese da matriz extracelular e na produgdo
de forca mecanica, com influéncia na reorganizacao da
matriz e na contragdo da ferida (TOMASEK etal.,2002) e,
segundo GABBIANI (2003), sua atividade contratil é
responsavel pelo fechamento das feridas apods as lesoes,
processo conhecido como contragdo da ferida.

Os fibrocitos sdo fibroblastos inativos cuja
atividade celular ¢ a fibrose (BANKS, 1992). Eles sdo
considerados importantes no processo cicatricial por
contribuirem no mecanismo de formagao do granuloma,
na atividade antigénica, na produgdo de colageno e na
matriz protéica, participagdo na remodelagem e na
inflamagao como fonte rica de citocinas (ABE et al., 2001;
QUAN, 2004), na produgdo de fatores de crescimento,
na produgdo de fatores angiogénicos, na contribui¢do
na formag@o de novos vasos sangiiineos ¢ em algumas
desordens fibréticas (METZ, 2002; QUAN, 2004).

Durante a cicatrizagao, os fibrocitos podem
ser recrutados do tecido adjacente ndo-lesado
revertendo-se para o estado de fibroblasto e reativando
sua capacidade de sintese (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004). Os fibrécitos podem ser
encontrados em varios tecidos, tanto em condi¢des
fisiologicas quanto patologicas (BUCALA etal., 1994).

Eles sao derivados de precursores da medula 6ssea ¢
contribuem para a presenga de miofibroblastos no
tecido cicatricial (MORI et al., 2005).

A fitoterapia consiste no conjunto de
técnicas pela utilizagdo de vegetais no tratamento de
doengas, com vantagem de ser de facil manipulacdo e
baixo custo (MARTINS et al., 1998).

As flores liguladas da Calendula
officinalis L. sdo utilizadas em formulas terapéuticas e
em cosmeéticos na forma de tintura de caléndula. Essas
flores apresentam principalmente saponinas,
triterpenos alcoois e ésteres de acidos graxos,
carotenoides, flavonoides, cumarinas, hidrocarbonetos
e acidos graxos (HAMBURGUER et al., 2003).
Propriedades medicinais vém sendo atribuidas as flores
da planta, entre as quais, as agdes colerética,
antiinflamatoria, analgésica, antitumoral, bactericida,
diurética, cicatrizante, sedativa e imunomoduladora
(BROWN & DATTNER, 1998).

Com base na complexidade do processo
cicatricial, e tendo em vista as propriedades
cicatrizantes de muitas plantas que compdem a biota
do territorio brasileiro, este trabalho foi realizado para
avaliar a capacidade da caléndula (Calendula
officinalis L.) em atrair fibroblastos e fibrocitos para
feridas cutaneas experimentais em coelhos da raga
Nova Zelandia Branco.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 15 coelhos da raga Nova
Zelandia Branco, machos, com 120 dias de idade e pesos
individuais de aproximadamente dois quilogramas,
distribuidos em trés grupos de cinco animais,
denominados: excipiente, caléndula e controle. Eles
foram mantidos em gaiolas separadas, situadas em
galpdo semi-fechado, com ragdo e agua ad libitum.
Para a produgao das feridas cirurgicas os animais foram
anestesiados com cloridrato de cetaminaa (60mg kg™')
e cloridrato de xilazinab (Smg kg™'), via intramuscular.
Posteriormente procedeu-se a tricotomia e anti-sepsia
com alcool iodado a 10% na regido dorso-cervical, onde
efetuou-se uma incisdo cirtrgica longitudinal de 6cm
de comprimento em cada animal, lateral & coluna
vertebral. A sutura foi feita por meio de dois pontos
interrompidos no padrdo U (colchoeiro), em cada
incisdo, espagando-se um centimetro para cada ponto,
com fio de nailon 2-0.

Os produtos a serem testados foram
topicamente administrados sobre as incisdes,
diariamente no periodo vespertino de sete dias, na
quantidade de 0,1ml para cada incisao (logéo cremosa
ndo idnica — grupo excipiente; tintura de caléndula a
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5% - grupo caléndula) e nos animais do grupo controle
ndo se aplicou nenhum produto. Os produtos foram
manipulados no Laboratoério de Farmacologia da FCAV
— UNESP — Jaboticabal a partir de flores de caléndula
(tintura de caléndula a 5% + logdo cremosa néo idnica
qg.s.p. 100gr) e logdo cremosa ndo idnica.

A biopsia de pele foi realizadano 19, 3¢, 5%¢
7° dia apés a incisdo, com os animais submetidos a
tranqiiilizagdo com acepromazinac (0,Img kg') via
intramuscular e o material foi obtido distante do fio de
sutura, por meio de punch de seis milimetros de
diametro sobre a ferida cirurgica para avaliagdo
morfométrica mediante a contagem de fibroblastos e
fibrécitos e estudo do processo cicatricial.

Para a avaliagdo morfométrica, os fragmentos
da bidpsia foram fixados em solug@o de Bouin por 24
horas e processados, rotineiramente, para a inclusao
em paraplast. Apos a microtomia semi-seriada (a
intervalos de 55um), os cortes histologicos com
espessura de Spm foram corados pela técnica da
Hematoxilina-eosina (BEHMER et al., 1976). Foram
colocados dez cortes histologicos por lamina de cada
tratamento, que, por meio de um microscopio optico
adaptado a um sistema computadorizado de andlise de
imagens, obtidas através do analisador de imagens
Image Pro-Plusd, obteve-se uma imagem por cada corte,
aleatoriamente, com area de 2.342.016pum?.
Posteriormente, foram identificados e quantificados os
fibroblastos e os fibrocitos de cada tratamento.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com trés tratamentos (controle, caléndula
e excipiente) e cinco repeti¢des, com medidas repetidas
no mesmo animal ao 12, 3¢, 5¢ ¢ 7°dia apds tratamento.
O efeito de dias foi comparado no geral (split-plot in
time) e por tratamento.

Os resultados obtidos foram submetidos a
ANOVA e ao teste de Tukey a 5% de probabilidade
realizados com o programa estatistico Statistical
Analysis of Sistems “SAS” (1999).

Tabela 1 - Valores médios do numero de fibroblastos presentes na
derme de coelhos da raga Nova Zelandia Branco, em
fungdo do dia de tratamento e do fitoterapico.

Dia Excipiente Caléndula Controle

1° 11,02+0,79 ¢ 10,96+0,63 ¢ 10,08+5,16 ¢
3° 24,4+7,89 b 19,5+4,75 ¢ 20,56+4,54 ¢
5° 34,6+5,85 ab 50,7+10,98 b 40,08+10,0 b
7° 37,28+5,62aC 7446+1045a A  60,349,23aB

Letras maitusculas indicam diferenca entre os tratamentos
(P<0,05).

Letras minusculas indicam diferenca entre os dias de tratamento
(P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios obtidos neste estudo para
os fibroblastos e os fibrocitos, quando do uso de
Caléndula officinalis L., na pele de coelhos da raga
Nova Zelandia Branco, demonstraram, no 7¢ dia, valores
médios significativamente maiores para fibroblastos
(74,46), enquanto que para os fibrdcitos os valores
médios obtidos foram maiores para os animais tratados
com caléndula (14,46), porém, ndo significativos
(Tabelas 1 e 2 e Figuras 1 e 2). Analisando os efeitos de
cada tratamento, nos diferentes dias de experimento
(Tabelas 1 e 2), observou-se que a caléndula e o grupo
controle demonstraram valores médios maiores a partir
do 5° dia (P<0,05) em relag@o ao 1° e 3° dia, todavia
menores que o 7° dia (P<0,05).

Os valores médios obtidos neste estudo para
fibroblastos, células que, segundo YOUNG & HEATH
(2000) e JUNQUEIRA & CARNEIRO (2004), tém por
principal fung¢do a manutencdo da integridade dos
tecidos conjuntivos, pela sintese de componentes da
matriz extracelular, e, conforme HILDEBRAND et al.
(2005), participam da composi¢do do tecido de
granulag¢do, os resultados aqui observados
demonstraram, no 7° dia, os maiores valores médios
para estas células (Tabela 1). Este achado se assemelha
aos relatos de KLOUCHEK-POPOVA et al. (1982), ao
concluirem, mediante bidpsias no 10° dia, que a
associacdo de Caléndula officinalis L. e a alantoina
estimularam a epitelizacdo e a regeneracao fisioldgica
da pele de ratos. Outrossim, corrobora as evidéncias
de NETO etal. (1996), ao comprovarem uma cicatrizagao
mais rapida com o uso de Caléndula offcinalis L. e
Stryphnodendron barbatiman (barbatiméo), nas lesdes
ulcerativas e por queimaduras da pele de humanos.

Ao utilizarem caléndula no tratamento de
pacientes que apresentavam ulceras venosas, DURAN
et al. (2005) comprovaram uma aceleragdo na
cicatrizacdo das mesmas, assemelhando-se aos
resultados obtidos no presente experimento em que se
observou maior fibroplasia nos animais tratados com
caléndula.

Tabela 2 - Valores médios do niimero de fibrocitos presentes na
derme de coelhos Nova Zelandia Branco em fungao
do dia de tratamento e do fitoterapico.

Dia Excipiente Caléndula Controle
1° 2,64£1,22 b 1,82+0,75 b 0,88+0,6 ¢
3¢ 2,96+0,49b  4,16+0,97 b 3,6+1,39 be

e 8,76+2,81 a 5,76 £1,19b 5,6+1,75b
7° 6,26+2,98 ab  14,46+7,63 a 11,86+3,47 a

Letras minusculas indicam diferenga entre os dias de tratamento
(P<0,05).
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Figura 1 - Representagdo grafica da média de fibroblastos (A) e de fibrocitos (B) presentes na derme de
coelhos da raga Nova Zelandia Branco tratados com Excipiente, Caléndula e Controle no 1°,
32 5% ¢ 7° dia de tratamento.

Os fibroblastos exercem profundos efeitos S, colageno tipo IV e VII, ocorrem e, por isso, tem um
na proliferacdo e na diferenciacdo dos queratinécitos papel fundamental no processo cicatricial (EL
(essenciais na reepitelizagdo) e também na deposigdo GHALBZOURI et al., 2002), levando a entender que a
de proteinas. Somente na presenga dos fibroblastos é utilizagdo da caléndula no atual experimento contribuiu
que a diferenciacdo epidermal e a deposi¢do de laminina no processo cicatricial.

Figura 2 - Fotomicrografia de fibroblastos e fibrocitos na pele de coelhos. (A) e (B)
Fibroblastos (setas) no 7° dia pos-incisdo na pele de coelhos do grupo controle
e tratados com caléndula respectivamente. (C) e (D) Fibrocitos (setas) no 7°
dia pds-incisdo na pele de coelhos do grupo controle e tratados com caléndula
respectivamente. Hematoxilina-eosina 100x.
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CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada e
com os resultados obtidos, ¢ licito concluir que os valores
médios das células envolvidas diretamente no processo
cicatricial, nos fibroblastos e fibrocitos dos animais
tratados com caléndula sdo significativamente maiores
em relagdo aos demais grupos, podendo-se deduzir que
a caléndula infere uma resposta mais satisfatoria na
fibroplasia e, por conseqiientemente, na cicatrizagao da
pele de coelhos em relagdo aos demais.
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