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RESUMO

Mastécitos sdo células do tecido conjuntivo responsa-
veis pelo inicio da reagdo inflamatéria e cronificagdo
do processo, e desempenham um papel importante na
dindmica do reparo cicatricial. O uso de membranas
bioldgicas naturais ou sintéticas no reparo de feridas
dérmicas extensas, por sua vez, tem sido bastante dis-
cutido na literatura, especialmente aquelas a base de
coldgeno, devido a biocompatibilidade e interatividade
desse material. A prépolis é um produto natural que
apresenta atividade anti-inflamatéria, podendo contri-
buir para a reparagdo cicatricial. A variedade vermelha
desse produto, contudo, ainda é pouco estudada, exis-
tindo alguns relatos de uma provavel acdo cicatrizante.
Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito
da associacdo de membranas de coldgeno a prépolis
vermelha sobre a populagdo de mastécitos durante o
reparo cicatricial por segunda intengdo em ratos. Para
tanto, foram preparadas membranas de coldgeno | ex-
traido de tenddo bovino (10-15um de espessura) con-
tendo extrato hidroalcéolico de prépolis vermelha a
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0,1%. Posteriormente, foram realizadas feridas de 1cm?
no dorso de 30 ratos Wistar, que foram distribuidos em
seis grupos (n=5): G1 - animais sem tratamento sacrifi-
cados em 7 dias; G2 - animais tratados com membrana
de colageno sacrificados em 7 dias; G3 - animais tra-
tados com membrana de coldgeno contendo prépolis
vermelha sacrificados em 7 dias; G4 - animais sem tra-
tamento sacrificados em 14 dias; G5 - animais tratados
com membrana de coldgeno sacrificados em 14 dias;
G6 - animais tratados com membrana de coldgeno
contendo prépolis vermelha sacrificados em 14 dias.
Os espécimes removidos foram fixados, processados
histologicamente e emblocados em parafina e secc¢des
histolégicas foram coradas em Azul de toluidina. Ao sé-
timo dia, a populagdo média de mastécitos total e mar-
ginal em G1 mostrou-se significativamente menor que
em G2 e G3 (p<0,05), mas ndo houve diferenca entre os
dois ultimos. Ao décimo quarto dia ndo foi observada
diferenga estatisticamente significativa entre o G4, G5
e G6 nem na média total de mastécitos, nem nas duas
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regides estudadas separadamente. Sugere-se que, em
ratos, o uso de membranas bioativas de colageno, in-
dependentemente de conter ou ndo prépolis vermelha
sob a forma de extrato hidroalcoélico a 0,1%, pode re-
duzir a desgranulacdo de mastécitos aos sete dias de
cicatrizagdo de feridas abertas, mas ndo influencia a

ABSTRACT

Mast cells are connective tissue cells responsible
for initiating the inflammatory reaction and chro-
nicity of the process, and play an important role in
the dynamics of the repair scar. The use of natural
or synthetic biological membranes in the repair of
extensive dermal wounds, in turn, has been widely
discussed in the literature, particularly those based
on collagen, due to biocompatibility and interactiv-
ity of these materials. Propolis is a natural product
that presents anti-inflammatory properties, so that it
could be useful to the repair scar. The red variety of
this product, however, is still less studied, although
there are some reports of a probable healing action.
Thus, the objective of this study was to analyze the
effect of the combination of collagen membranes
to red propolis on the mast cells population dur-
ing repair scar by second intention in rats. For this
purpose, membranes were prepared from collagen
extracted from bovine tendon (10-15um thick) con-
taining hydroalcoholic extract of red propolis to
0.1%. Subsequently, 1cm2 standard-sized wounds
were performed in th back of 30 Wistar rats, which
were divided into six groups (n=5): G1- untreated
animals sacrificed at 7 days; G2 - animals treated
with collagen membrane sacrificed at 7 days; G3 -

RESUMEN

Los mastocitos son células del tejido conectivo res-
ponsables por el inicio de la reaccién inflamatoria y
la cronicidad del proceso y juegan un papel impor-

Interfaces Cientificas -Saide e Ambiente -

populagdo desta célula imunocompetente nas fases
finais (14 dias) do reparo.

PALAVRAS-CHAVE

Inflamagdo. Mastécitos. Prépolis Vermelha.

animals treated with collagen membrane containing
red propolis sacrificed at 7 days; G4 - untreated ani-
mals sacrificed at 14 days; G5 - animals treated with
collagen membrane sacrificed at 14 days; and G6
- animals treated with collagen membrane contain-
ing red propolis sacrificed at 14 days. The removed
specimens were fixed, histologically processed and
embedded in paraffin and histological sections were
stained with toluidine blue. On the seventh day, the
average population of mast cells in total and mar-
ginal G1 was significantly lower than in G2 and G3
(P<0.05), but there was no difference between these
last two groups. At the fourteenth day, it was not veri-
fied any statistically significant difference in the mean
of mast cells among the three groups. These data sug-
gest that, in mice, the use of bioactive collagen mem-
branes, containing or not 0.1% hydroalcoholic ex-
tracts of red propolis, can reduce the degranulation of
mast cells after seven days of healing of wounds, but
has no effect on this population of immunocompetent
cell in the final stages (14 days) repair.

KEYWORDS
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tante en la dindmica de la reparacién cicatricial. El
uso de membranas biolégicas naturales o sintéticas
en la reparacién de heridas dérmicas extensas, a su
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vez, ha sido ampliamente discutido en la literatura,
especialmente los basados en coladgeno, debido a la
biocompatibilidad y la interaccién del material. El
prépolis es un producto natural que tiene actividad
antiinflamatoria, que puede contribuir a la reparacién
cicatricial. La variedad roja de este producto, sin em-
bargo, ha sido poco estudiada, y hay algunos informes
de una probable accién cicatrizante. De esta manera,
el objetivo de este estudio fue analizar el efecto de
la combinacién de membranas de colédgeno y prépolis
rojo en la poblacién de mastécitos durante la repara-
cién cicatricial por segunda intencién en ratos. Para
este propésito, las membranas se prepararon a partir
de colageno | extraido de tendén de bovino (10-15 um
de espesor) que contiene extracto hidroalcohélico de
prépolis a 0,1%. Posteriormente, hicieron heridas de
1cm2 sobre el dorso de 30 ratones Wistar, que se di-
vidieron en seis grupos (n = 5): G1 - animales no tra-
tados sacrificados a los 7 dias, G2 - animales tratados
con membrana de coldgeno sacrificados a los 7 dias;
G3 - animales tratados con membrana de coldgeno
contieniendo prépolis roja sacrificados después de
7 dias; G4 - los animales no tratados sacrificados a
los 14 dias; G5 - animales tratados con membrana

1INTRODUGAO

Arespostainflamatéria corresponde a uma rea-
cdo dos tecidos vascularizados a agentes agresso-
res, caracterizados morfologicamente pela saida
de liquidos e de células do sangue para o inters-
ticio, e resulta em alteragdes teciduais classifica-
das como aguda e crdnica. A inflamacdo aguda é
a resposta imediata e precoce caracterizada por
emigragdo de leucécitos em grande quantidade,
predominantemente de neutréfilos, cujas princi-
pais manifestacdes clinicas séo rubor, calor, dor e
edema. A inflamacgéo cronica, por sua vez, é consi-
derada de duragdo prolongada - semanas ou me-
ses - e tem como uma das principais caracteristi-
cas a lesdo tecidual continuada, com infiltracdes

de coldgeno sacrificado a los 14 dias; G6 - animales
tratados con membrana de coldgeno contieniendo
prépolis roja sacrificados en 14 dias. Las muestras
extraidas se fijaron, se procesaron y se agruparon en
parafina, se hicieron cortes histolégicos y se tifieron
con azul de toluidina. En el séptimo dia, el promedio
de la poblacién de mastocitos en G1 total y marginal
fue significativamente menor que en el G2 y G3 (p
<0,05), pero no hubo diferencias entre los dos ulti-
mos. En el dia catorce, no hubo diferencias estadis-
ticamente significativas entre el G4, G5y G6 ni en el
promedio total de mastécitos, ni en las dos regiones
estudiadas por separado. Se sugiere que, en ratones,
la utilizacién de membranas de coldgeno bioactivos,
independiente o no de contener prépolis rojo en for-
ma de extracto hidroalcohélico 0,1%, puede reducir
la degranulacién de los mastocitos después de siete
dias de cicatrizacién de heridas abiertas, pero no tie-
ne efecto sobre la poblacién de esta célula inmuno-
competente en etapas finales (14 dias) de reparacién.

PALABRAS CLAVE

Inflamacién, Mastécitos, Prépolis Rojo

de células como macréfagos, linfécitos, plasméci-
tos (DIEGELMANN; EVANS, 2004).

A resposta inflamatéria esta estreitamente in-
terligada ao processo de reparacao tecidual e serve
para destruir, diluir ou encerrar o agente agressor;
por sua vez, pde em movimento uma série de even-
tos que, tanto quanto possivel, cicatrizam e recons-
tituem o tecido danificado. Contudo, a inflamacao e
a reparacdo, quando ndo bem-coordenadas, sdo po-
tencialmente lesivas (NETTO et al., 2007).

Os mastocitos sdo formados a partir das células
multipotentes hematopoiéticas e expressam CD13,
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CD34 e CD 117 (GILIFILAN; TRACZYK, 2006), sendo
os seus precursores AA4+/ BGD6+ (JAMUR et al.,
2005), originando-se na medula 6ssea.

Mastécitos sdo células provenientes do tecido
conjuntivo que auxiliam no mecanismo de defesa
imunoldgica, estando envolvidos em reacdes infla-
matérias, reagdes de hipersensibilidade, respostas
imunes locais, tais como a expulsdo de alguns paté-
genos (KRISHNASWAMY et al., 2006).

A migragdo dos mastécitos se da através do siste-
ma circulatério sanguineo para os tecidos periféricos,
sendo o local de amadurecimento através de estimu-
los do microambiente em questdo formando o mas-
técito maduro (GALLI et al., 2005). A morfologia dos
mastécitos maduros é caracterizada por células alon-
gadas, apresentando citoplasma repletos de granulos
que se coram metacromicamente por corantes basi-
cos, como o azul de toluidina. Ultraestruturalmente
apresentam microvilos em sua membrana plasmatica,
nlcleo centralizado, sendo este arredondado, conten-
do dois ou mais nucléolos (DVAROK, 2005).

Tais mastécitos sdo de grande relevancia fun-
cional para o sistema imunolégico devido a sua
capacidade de producdo de mediares quimicos,
sendo responsaveis pela sintese e liberagdo de
inimeros produtos farmacologicamente ativos,
tais como os fatores pré-formadores, sendo es-
ses formados por substancias que participam da
imunidade, da hematopoiese, e do remodelamen-
to dos tecidos; fatores neo-formados e os fatores
neo-sintetizados, que sdo os fatores estimulado-
res de granulécitos / macréfagos (TRIVELLATO et
al., 2004; RIVERA; GILFILLAN, 2006).

Os mastécitos apresentam fungdes relevantes na
génese do tecido conjuntivo, compreendendo a libe-
racdo de mediadores que estimulam a propagagdo de
fibroblastos e sintese de coldgeno (GARBUZENKO et
al., 2002; PEREIRA et al., 2007). Estudos demons-
tram a relagdo entre a presenca de mastdcitos e fi-

broses na pele (GARBUZENKO et al., 2002).

Quando ativados, os mastécitos aumentam em
ndmero, tamanho e granulosidade (BEZERRA et al.,
2003). Desta forma, a relacdo da populacdo de mas-
técitos, inflamacéo e reparo tem sido extensivamen-
te pesquisada na literatura, especialmente em mo-
delo animal (MUSSED et al., 2003; RIBEIRO, 2006;
NETTO et al., 2007).

Existem varios relatos na literatura acerca do uso
de produtos naturais no combate a inflamacgédo e con-
sequente melhoria do processo de reparo, a exemplo
da prépolis (CASTALDO, CASPASSO, 2002; SEMENO-
FF et al., 2007). Entre os efeitos pré-cicatrizantes das
diversas variedades de prépolis, destaca-se um prova-
vel potencial anti-inflamatério (GREGIO et al., 2005;
RAMOS; MIRANDA, 2007). No entanto, apesar de
muitos estudos virem sendo realizados com prépolis
verde, ainda sdo poucos os trabalhos que enfoquem
as propriedades biolégicas da variedade vermelha da
prépolis brasileira (TRUSHEVA et al., 2006).

Assim, este trabalho objetivou estudar o efeito do
uso de filmes de coldgeno contendo prépolis verme-
lha sobre a populagdo de mastécitos durante o pro-
cesso cicatricial por segunda intengdo em ratos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.10BTENCAD DOS EXTRATOS

A obtencdo dos extratos de prépolis foi realiza-
da conforme a metodologia aplicada por PARK et al.
(1998) modificada. Foi usado 1g da amostra de pré6-
polis, passando por um processo de trituragdo e ho-
mogeneizagdo e em seguida foram adicionados 100

2.2 CONFECGAO DAS MEMBRANAS

O colédgeno tipo | foi obtido de tendao bovino através
de tratamento com NaCl, acido acético 0,5 mol/L e pep-
sina, segundo método descrito por CARDOSO (2005).

O extrato seco de prépolis foi solubilizado em pro-
pilenoglicol 400 (PEG400), o qual serviu como co-sol-
vente, uma vez que a prépolis ndo dissolve em agua,
e como plastificante. Foi preparada uma solugdo de
PEG400 com concentragdo de prépolis igual a 0,5%.

Para confec¢do das membranas, foi utilizada uma
dispersdo aquosa a 1% de polimero (colageno), 0,2%
de plastificante contendo a prépolis. A concentragao

2.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS E FORMAGAO DE GRUPOS - ES-
TUDO PRE-CLINICO

Ap6s aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa,
os ensaios pré-clinicos foram conduzidos de acordo
com os padrdes éticos exigidos. Para o procedimento
cirdrgico foi utilizado um total de 30 ratos machos
Wistar (200£50g) mantidos em gaiolas com cama de
maravalha, trocadas diariamente, mantidos a tem-
peratura controlada de 22°C, em regime de luz com
ciclo claro-escuro de 12h, recebendo dgua ad libitum
e dieta padrdo Labina® (Purina, Sdo Paulo, Brasil).
A confeccdo das feridas foi realizada sob anestesia
geral, com injecdo intraperitoneal de tribromoeta-
nol 2,5%. O dorso dos animais foi tricotomizado e a
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ml de solugdo hidroalcdolica 70%. A extragdo foi efe-
tuada a temperatura ambiente, por 24 horas. Apés
a extracdo, a amostra foi filtrada e o solvente rota-
evaporado. O pé obtido foi armazenado em tubo de
ensaio estéril com rosca e mantido em refrigerador.

final no filme apds evaporagdo do solvente foi de
20% de plastificante em relacdo a massa seca do po-
limero e 0,1% de prépolis.

Filmes contendo apenas o polimero e o plastifi-
cante também foram preparados. Os filmes foram
obtidos através de “Casting process” que consiste
em verter a dispersdo aquosa do polimero em supor-
tes de polietileno. Estes suportes foram colocados
em capela de exaustdo e o solvente foi evaporado.
Apods esta etapa, os filmes foram retirados do supor-
te, cortados na dimensao de 2x2 cm. A esterilizacao
foi feita utilizando radia¢do Ultravioleta (raios UV),
por um periodo de 20 minutos.

antissepsia foi efetuada com iodopovidona tépico a
1%. Foram entdo realizadas feridas cirtrgicas padro-
nizadas em 1 cm?. A profundidade foi determinada
através da penetragdo da parte ativa da lamina do
bisturi em torno de 5,0mm. N&o foi realizada sutu-
ra das feridas. Os animais foram entdo subdivididos
nos seguintes grupos (n=5): G1 - animais sem tra-
tamento sacrificados ao sétimo dia; G2 - animais
tratados com membrana de colageno sacrificados ao
sétimo dia; G3 - animais tratados com membrana de
colageno contendo prépolis vermelha sacrificados
ao sétimo dia; G4 - animais sem tratamento sacri-
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ficados ao décimo quarto dia; G5 - animais tratados
com membrana de coldgeno sacrificados ao décimo
quarto dia; G6 - animais tratados com membrana de
coldgeno contendo prépolis vermelha sacrificados
ao décimo quarto dia. Para o sacrificio, os animais
foram submetidos a nova administracao de anestési-
co em quantidade trés vezes maior aquela utilizada

2.4 PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS

Decorrido o periodo de 24 horas para a fixagao,
as pecas foram seccionadas transversalmente, desi-
dratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas
em parafina sob a forma de blocos. Os blocos foram
montados no micrétomo e obtidos cortes com 5um
de espessura. De cada animal foi confeccionada uma
ldmina, a qual foi submetida a coloragdo pelo azul de

3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram tabulados e analisados para
verificar a possivel existéncia de diferencas significativas
entre o nimero médio de células de mastécitos, conforme

4 RESULTADOS

No presente estudo, os mastécitos foram identi-
ficados por sua coloragdo violeta metacromatica, e
exibiram, de forma geral, morfologia arredondada e,
ocasionalmente, alongada, distribuidos nas margens
e na profundidade da zona de reparo, especialmente
em posicdo perivascular e perineural (figura 1). Em
todos os casos analisados, os mastécitos mostraram-
-se mais numerosos nas margens da area de reparo
cicatricial que na profundidade (base) (figura 2).

Ao sétimo dia de experimento, a populagdo mé-
dia de mastécitos nos animais do grupo G1 mos-
trou-se significativamente menor que nos grupos
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para anestesia; posteriormente, foi realizada a remo-
¢do dos espécimes equivalentes a area cicatricial.

Ressalta-se que, antes da realizacdo dos proce-
dimentos cirtrgicos, o projeto de pesquisa foi sub-
metido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais.

toluidina a 0,2%, de acordo com a férmula citada por
Cavalcanti (1989). Os cortes foram observados em
um microscépio de luz ZEISS, AXIOLAB em aumento
aproximado de 100X, onde foram contadas as célu-
las marcadas em violeta (interpretadas como masté-
citos) em toda a area da ferida cirtrgica, envolvendo
ainda 5mm além de suas margens e base.

o tempo de sacrificio. Utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis
para identificagdo de diferengas estatisticamente signifi-
cativas entre os grupos, seguida do teste de Dunn.

experimentais G2 e G3 (p<0,05). No entanto, ndo
houve diferenca entre os dois ultimos. Individuali-
zando as duas regides da zona de reparo estudadas,
verificou-se que, na por¢do marginal, havia similar-
mente diferenga significativa na média de mastéci-
tos entre G1 e G2 (p<0,05). Ao décimo quarto dia,
por sua vez, ndo foi observada diferenca estatisti-
camente significativa entre o grupo controle (G4)
e 0S grupos experimentais G5 e G6 nem na média
total de mastécitos, nem nas duas regides estuda-
das separadamente. Adicionalmente, os grupos ex-
perimentais também ndo mostraram diferencas sig-
nificativas quando comparados entre si (tabela 1).
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Figura 1. Em (A) observam-se mastécitos metacromaticos (violetas) na profundidade da érea de reparo cicatricial (G3) exibindo morfologia ovalada (seta) e alon-
gada (seta pontilhada). Em (B) evidenciam-se mastécitos assumindo disposicéo periférica a uma fibra nervosa (FbN) (Azul de Toluidina, 100X).

Figura 2. Distribuicdo dos valores médios da populagado de mastécitos entre os grupos estudados, mostrando que tanto em 7 quanto 14 dias, havia predo-
minio destas células nas margens da drea de reparo cicatricial, independente do tratamento adotado.

M grupo controle B grupo membrana O grupo membrana prépolis

80
70
60
50
40
30
20
10

0

Numero médio de mastdcitos

il

Margens Profundidade Margens Profundidade

7 dias 14 dias

Tabela 1. Distribuigdo dos valores médios de mastécitos nas margens e pro-
fundidade da area de reparo cicatricial nos diversos grupos sacrificados ao
sétimo dia apds os procedimentos cirurgicos.

Grupos Margens Profundidade Total
7dias | G1 30,4+-8,23 2b¢ 4,8+-7,1 34,9+-9,43 °d
G2 58,25+-8,42° 8,5+-6,13 68,25+-12,81¢
G3 56,29+-6,7 ° 6,0+-2,82 62,25+-8,05 ¢
14 dias | G4 54,8+-9,46 ¢ 12,49+-5,62 65,1+-12,88
G5 52,5+-9,43 11,0+-3,55 63,5+-5,56
G6 59,65+-11,29 22,75+-11,22 82,4+-14,85
Legenda (comparagdo entre grupos onde p<0,05):
(%) p= 0,044; (*) p= 0,049; () p=0,031; (¢) p=0,047; (¥) p= 0,039
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5 DISCUSSAQ

Tem sido cada vez mais crescente o nimero de in-
vestigacdes sobre a importancia dos mastécitos em
diversos processos fisiopatoldgicos, especialmente a
cicatrizacdo (NETTO et al., 2007). Numerosos mode-
los experimentais vém sendo desenvolvidos a fim de
estudar as multiplas fun¢des dos mastécitos in vivo
(GALLI, 2000) e in vitro, muitas vezes com emprego de
técnicas avancadas (KIRSHENBAUM, 2000).

Os eventos iniciais do processo de reparo estdo vol-
tados para o recrutamento em massa de leucécitos
fagécitos, especialmente macréfagos, para o sitio de
injuria. Este fendmeno é decorrente da agdo de media-
dores oriundos da desgranulagdo de mastécitos, o que
empresta a esta populagdo celular grande relevancia na
fase inflamatéria da cicatrizacdo (BALBINO et al., 2005).

Contudo, a despeito da reconhecida importancia
dos mastécitos durante as fases mais precoces da ci-
catrizacdo (fase inflamatéria), tem sido sugerido que,
em processos cicatriciais por segunda intencdo, pode
haver persisténcia da fase aguda por até uma semana,
sugerindo manutengdo de atividade quimiotatica neste
perfodo (RIBEIRO, 2006). Posto que os mastdcitos sejam
células relacionadas com a iniciagdo, a manutencédo e a
amplificacdo da resposta inflamatéria e, quando ativa-
dos, liberam, por desgranulagdo, potentes mediadores,
que sdo capazes de induzir a vasodilatagdo e aumento
da permeabilidade vascular (LOGAN, ODEMUYIWA, MO-
QBEL, 2003), especula-se a possibilidade de desempe-
nharem algum papel na dindmica desta persisténcia.

O significado da distribui¢do dos mastécitos nos
compartimentos teciduais estd relacionado com o
potencial que os mediadores quimicos possuem de
influenciar as células circunvizinhas, com efeitos
téxicos, estimulador ou inibidor. Utiliza-se o termo
desgranulacdo para se caracterizar a secrecao de pro-
tefnas dos granulos ou vesiculas intracelulares pelos
mastécitos (LIMA et al., 2005).
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Diversos trabalhos sdo encontrados na literatura
demonstrando os efeitos de variados agentes de natu-
reza fisica e quimica sobre a populagcdo de mastdcitos
(BEZERRA et al., 2003; LIMA et al., 2005). No entanto,
sdo poucos os estudos a respeito dos efeitos da asso-
ciacdo entre fimes bioativos (membranas) de coléage-
no contendo extrato de prépolis vermelha.

A desgranulagdo de mastécitos pode ser facilmen-
te identificada em investigacdes cientificas prévias
por meio da técnica histoquimica do azul de toluidi-
na (NETTO et al., 2007). O presente estudo corrobora
estes dados, haja vista que os mastécitos foram bem
marcados, e destacados do tecido e células adjacen-
tes, por meio deste método de coloragdo.

Neste estudo, o nimero médio de mastécitos foi
estatisticamente menor no grupo controle sacrificado
sete dias apds os procedimentos de confec¢des das
feridas do que nos grupos experimentais (membrana
e membrana/prépolis), sugerindo que ambas as for-
mas de tratamento aplicado pareceram influenciar a
populagdo destas células.

E sugerido que o menor nimero de mastdcitos
identificados pelo azul de toluidina poderia estar re-
lacionado a maior desgranulagdo destas células, uma
vez que o corante se impregna nos granulos dessas
células (RIBEIRO , 2006). Assim, os resultados deste
estudo parecem sugerir que no grupo controle (G1)
pode ter ocorrido persisténcia de estimulos capazes
de promover desgranulacdo mastocitaria. A identifi-
cacdo de infiltracdo neutrofilica mais intensa neste
grupo, quando comparado aos demais (dados nao
mostrados), parece corroborar este achado.

Por outro lado, ndo houve diferenca significativa
entre os grupos experimentais G2 e G3, sugerindo que
0 uso da membrana de coldgeno, e ndo a prépolis ver-
melha, parece ter sido o fator diferencial na dindmica
da desgranulagdo mastocitaria.
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Em virtude de suas propriedades bioativas, o colage-
no, sob diversas formas, vem sendo utilizado como adju-
vante no reparo de injdrias fisico-quimicas (BERNALES
et al., 2004, CHENGCAN et al, 2006). Além disso, 0 po-
tencial de interagdo da matriz de coladgeno acelular com
células circunjacentes, a ponto de induzir nestas ultimas
alterages morfo-estruturais, ja foi demonstrado na lite-
ratura (CHEN et al, 2000; ELLIOTT et al., 2003).

No entanto, apesar de apresentar numerosas ca-
racteristicas biomodulatérias, ndo tem sido relatada
na literatura qualquer associagdo entre o coldgeno
e atividade antiinflamatéria (DIELGEMANN; EVANS,
2004), de modo que a estimulacdo mastocitaria redu-
zida nos grupos tratados com membrana ndo parece
estar associada a composigdo fisico-quimica do bio-
filme, mas sim a protecdo mecanica da ferida, o que
sabidamente reduz a contaminagdo microbiana e fa-
cilita a instalagdo e completude do reparo cicatricial.

Deve ser destacado que, neste estudo, a incorporagao
de extrato hidroalcéolico de prépolis vermelha ndo in-
fluenciou a populagdo de mastdcitos, e consequente libe-
racdo de mediadores vasoativos, ao 7° dia do experimento.
Contudo, estudos prévios demonstram que extratos eta-
nélicos de prépolis verde aumentaram a liberagdo de his-
tamina por mastécitos (FULIANG et al., 2005; ORSI et al.,
2005). Dois fatores podem ter contribuido para essa apa-
rente divergéncia nos resultados. Primeiro, a variedade da
prépolis usadas nas mencionadas investigagdes foi a ver-
de, que segundo tem caracteristicas bastante distintas da
variedade vermelha, usada neste experimento (TRUSHE-
VA et al., 2006). Segundo, o resultado negativo pode ter

6 CONCLUSAQ

Baseado nos achados deste estudo, sugere-se que
o uso de membranas bioativas de colageno, indepen-
dentemente de conter ou ndo prépolis vermelha sob a
forma de extrato hidroalcodlico a 0,1%, pode reduzir a
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sido reflexo da baixa concentra¢do testada (apenas 0,1%).
Assim, sdo necessarios estudos posteriores comparando
as duas variedades de prépolis, e em concentracdes maio-
res, para elucidar melhor esta questao.

Ao 14° dia, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre nenhum dos grupos testados. Es-
ses achados vém corroborar a premissa de que masté-
citos sdo células imunologicamente ativas na fase in-
flamatdria e inicio da fase proliferativa do reparo, mas
ndo nas fases tardias, onde a quimiotaxia e alteracées
vasculares cedem espago para fendmenos de deposi-
¢do colagénica, contragdo da ferida e remodelacdo da
cicatriz (BALBINO et al., 2005; RIBEIRO, 2006).

De especial interesse foi a observagdo de mas-
técitos, independentemente do grupo ou do tempo
do experimento, acumulavam-se especialmente
nas margens da lesdo, em detrimento da sua base
profunda, e que, de forma geral, se dispunham em
“colegdes” ou “aglomerados” celulares. Ndo foram
identificados mastécitos na zona ativa de reparagdo
propriamente dita. Essa disposi¢do particular pode
refletir o fato de que a agdo mediadora mastocita-
ria se d& sobre vasos e nervos residuais periféricos
a zona de injaria (DIEGELMANN; EVANS, 2004; BAL-
BINO et al., 2005), e que talvez esta distribuicdo ar-
quitetural tenda a se manter mesmo nas fases mais
tardias do reparo. Assim, estudos futuros, efetuados
em longo prazo, sdo requeridos para verificar se
ocorre ou ndo neste padrdo arquitetural apés a fase
de remodelacdo do coldgeno e completa maturagdo
da cicatriz.

desgranulagdo de mastécitos aos sete dias de cicatri-
zacdo de feridas abertas, mas ndo influencia a popu-
lacdo desta célula imunocompetente nas fases finais
(14 dias) do reparo.
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