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RESUMO 

A matriz derivada do esmalte (EMD) é um complexo proteico de origem ectodérmica, 

isolado de germes dentários em desenvolvimento. Originalmente utilizada na 

regeneração de tecidos do periodonto, vem se mostrando um excelente recurso na 

regeneração de outros tecidos mesenquimais como derme, tecido ósseo e tendão. 

No presente estudo, o potencial cicatrizante da matriz foi analisado 

histopatologicamente em feridas cutâneas cirúrgicas realizadas em ratos Wistar, 

eutanaziados nos dias 01, 03, 07, 14 e 21. Durante o experimento, as feridas foram 

acompanhadas macroscopicamente e, a seu término, foram removidas e submetidas 

ao processamento histológico. À avaliação microscópica, foi observado que as 

lesões tratadas com a EMD evoluíram para o remodelamento dérmico de modo mais 

eficaz em tempo e qualidade em relação ao grupo controle não tratado, a partir do 3º 

dia pós-operatório; o amadurecimento e organização do colágeno foi bastante 

evidente a partir do 7º dia e, destaca-se que nos dias 14 e 21 o plano muscular, na 

profundidade da pele, exibiu excelente regeneração, sendo que, também neste 

período, o amadurecimento vascular se mostrou mais significativa nas amostras 

tratadas. Além da análise histomorfométrica, foi realizada a avaliação da expressão 

de iNOS, TGF-2 e TNF- por imunoistoquímica. A expressão de iNOS foi 

significativamente mais expressiva nas amostras tratadas, aumentando 

progressivamente a partir do 7º dia pós-operatório. Os resultados sugerem que a 

EMD, aplicada em feridas cutâneas cirúrgicas, potencializa a neoformação e o 

remodelamento de colágeno, amadurecimento vascular e regeneração muscular 

possivelmente via modulação do óxido nítrico. 

 

Palavras-chave: Cicatrização. Óxido nítrico. Colágeno. Fator de Necrose Tumoral 

alfa. Fator de Crescimento Transformador beta. 

 



ABSTRACT 

The enamel matrix derivative (EMD) is a protein complex of ectodermal origin, 

isolated from the developing tooth germs. Originally used in the regeneration of 

periodontal tissues, has proved to be an excellent resource in the regeneration of 

other mesenchymal tissues such as dermis, bone and tendon. In the present study, 

the healing potential of the matrix was analyzed histologically in surgical wounds 

made in Wistar rats, euthanized on days 01, 03, 07, 14 and 21. During the 

experiment, the wounds were followed macroscopically, and at its end, were 

removed and subjected to histological processing. For microscopic evaluation, it was 

observed that the lesions treated with EMD progressed to dermal remodeling more 

effectively in time and quality in relation to the untreated control group, from the 3th 

postoperative day ; the maturation and organization of the collagen was quite evident 

from the 7th day , and it is noteworthy that on 14 and 21 muscle -up, the skin depth, 

showed excellent regeneration, and also in this period, vascular maturation showed 

more significantly in the treated samples. In histomorphometric analysis, evaluation 

of iNOS, TGF- 2, and TNF- expression was performed by immunohistochemistry. 

The expression of iNOS was significantly more expressive in the treated samples, 

increasing progressively from the 7th postoperative day. The results suggest that 

EMD applied on surgical wounds enhances the new formation and remodeling of 

collagen, vascular maturation and muscle regeneration possibly via modulation of 

nitric oxide. 

 

Keywords: Healing. Nitric oxide. Collagen. Tumor Necrosis Factor-alpha. 

Transforming Growth Factor beta. 
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1 INTRODUÇÃO 

A matriz derivada do esmalte (EMD) é uma forma purificada de proteínas 

extraídas da matriz de esmalte de suínos (Emdogain®, Straumann AG, Basel, Suíça) 

que parece controlar e promover a regeneração de uma série de tecidos de origem 

mesenquimal (ASPRIELLO et al., 2011; JOHNSON et al., 2009; SAITO et al., 2010; 

SCHNEIDER et al., 2011). A matriz é composta em mais de 90% por amelogenina, 

tendo enamelinas como o segundo maior composto. O alginato de propilenoglicol, 

utilizado como veículo, preenche os pré-requisitos essenciais para facilitar a 

aplicação da EMD no momento da cirurgia, além de permitir sua dispersão no local 

aplicado (HE et al., 2005; VENEZIA et al., 2004). 

A maioria dos estudos publicados sobre os efeitos biológicos da EMD 

utiliza como modelos experimental e clínico a periodontite; a inflamação crônica do 

periodonto, formado por um grupo de tecidos mesenquimais (cemento, ligamento 

periodontal e osso alveolar), sendo utilizada comumente como modelo para estudo 

de reações inflamatórias crônicas inespecíficas (COCHRAN et al., 2003; ESPOSITO 

et al., 2004; FUJITA et al., 2011; HAMMARSTRÖM, 1997; SAADOUN, 2008). 

Nas reações inflamatórias crônicas, o perfil de citocinas produzidos pelas 

células do infiltrado é de fundamental importância para a evolução do processo 

cicatricial (TAUBMAN; KAWAI, 2001).  

Destaca-se aqui, o papel do fator de necrose tumoral alfa (TNF-, 

citocina pró-inflamatória produzida principalmente por macrófagos e em menor 

proporção por linfócitos e outras células com papel imunológico (OLD, 1988). Esta 

citocina está associada à destruição de tecidos moles e duros por necrose, assim 

como à indução à apoptose (SEYMOUR et al., 1996). A apoptose regula a vida 

média das células do infiltrado inflamatório, o que é de particular importância para a 

eficiência da resposta do hospedeiro, assim como para o nível de lesão tecidual 

(McCORD; EDEAS, 2005). 

Outro componente diretamente associado à inflamação e, 

consequentemente, à evolução do reparo, é o óxido nítrico (NO), um gás produzido 

em resposta a diversos estímulos inflamatórios (HIROSE, et al., 2001; SHAPIRA et 

al., 2000). Em níveis fisiológicos, o NO participa da modulação da resposta 

imunológica do hospedeiro exercendo papel importante contra células tumorais, 
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bactérias e vírus. Porém, em concentrações elevadas pode agir como uma molécula 

citotóxica levando a lesões secundárias nas áreas inflamadas (BATISTA et al., 2002; 

ZOCHODNE; LEVY, 2005). O papel imunomodulador pró-inflamatório do NO, 

através da elevação dos níveis de ciclo-oxigenase 2 (COX-2) tem despertado a 

atenção de alguns pesquisadores (BALIGA et al., 2005; BATISTA et al., 2002).  

Outra citocina de interesse é o fator de transformação do crescimento 

beta (TGF-, um fator de crescimento que estimula a síntese de matriz extracelular, 

além de inibir a apoptose induzida pelo TNF-. Assim, com a aplicação da EMD em 

culturas de células osteoblásticas MC3T3-E1 tratadas com TNF-, a apoptose é 

significativamente reduzida, resultado obtido fisiologicamente pelo TGF- (HE et al., 

2005). 

O efeito anti-inflamatório da EMD pode explicar a melhor cicatrização de 

tecidos gengivais e de feridas cutâneas (SPAHR et al., 2002). Diversos estudos 

demonstraram o efeito da EMD em tecidos do periodonto com resultados 

promissores. Porém, os mecanismos de ação do tratamento com a EMD em lesões 

de tecidos moles ainda não foram elucidados (AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-

RASHEED, 2011; KHEDMAT et al., 2011; MIRASTSCHIJSKI et al., 2004). 
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2 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

2.1 MATRIZ DERIVADA DO ESMALTE (EMD) 

A EMD é um complexo proteico obtido a partir da purificação da matriz do 

esmalte e reproduz os eventos do desenvolvimento dos tecidos que constituem o 

periodonto (JOHNSON et al., 2009; KASAJ et al., 2012). 

A participação de proteínas da matriz do esmalte na formação radicular foi 

proposta pela primeira vez na década de 1970, incluindo iniciação da 

cementogênese, mediação da adesão entre cemento e dentina, bem como indução 

da regeneração periodontal. Um produto comercial de proteínas da matriz do 

esmalte foi clinicamente reconhecido em 1997 e vem sendo amplamente usado em 

cirurgias periodontais (HE et al., 2005). Esta abordagem utiliza o extrato da matriz de 

esmalte embrionária, concebida com o propósito de induzir células mesenquimais a 

imitar os processos que ocorrem durante o desenvolvimento do dente e da estrutura 

periodontal (VENEZIA et al., 2004). 

A EMD comercial, utilizada em pesquisas experimentais e clínicas, assim 

como em pacientes submetidos à cirurgia periodontal, é obtida a partir de germes 

dentários em desenvolvimento provenientes de leitões de seis meses de idade. 

Como as fases moleculares da odontogênese são muito semelhantes em diferentes 

espécies de mamíferos, o complexo proteico não causa reações adversas em 

humanos (HAGENAARS et al., 2004; HATAKEYAMA et al., 2003; LAAKSONEN; 

SORSA; SALO, 2010; SAADOUN, 2008; VENEZIA et al., 2004). 

A doença periodontal é causada por um processo inflamatório resultante 

da interação entre colonização bacteriana e resposta imunológica do hospedeiro. 

Este processo é iniciado pela liberação de endotoxinas bacterianas que estimulam 

células fixas e móveis do tecido conjuntivo da área infectada a secretarem citocinas 

pró-inflamatórias e proteinases. Esta cascata de eventos resulta na inflamação e 

destruição do periodonto (AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-RASHEED, 2011; FUJITA et 

al., 2011; HAGENAARS et al., 2004; HENRIQUES et al., 2010; NOKHBEHSAIM et 

al., 2011b; SAITO et al., 2008; TOKIYASU et al., 2000; ZELDICH et al., 2007a; 

ZELDICH et al., 2010; ZHANG; DONG; CHU, 2010). A recessão gengival acontece 
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quando a localização da margem gengival está apical em relação à junção cemento 

esmalte. Clinicamente, resulta em exposição da superfície radicular, perda gengival 

marginal e gradual perda de inserção. As causas mais frequentes da lesão 

periodontal associada à infecção são má oclusão, ação mecânica, mobilidade 

dental, iatrogenias, deiscência óssea e inserção alta de músculo, bridas e freios 

(FUJITA et al., 2011; KÉMOUN et al., 2011; SAADOUN, 2008; TRABULSI et al., 

2004). Estudos clínicos e com animais tem demonstrado que a EMD pode regenerar 

com sucesso a estrutura periodontal (COCHRAN et al., 2003; GKRANIAS et al., 

2012).  

Os fatores chave para o sucesso da regeneração periodontal são o 

recrutamento correto de células para o sítio da lesão e a produção adequada da 

matriz extracelular consistente com os tecidos presentes neste sítio: cemento, 

ligamento periodontal e osso alveolar. O manejo destes tecidos tem como objetivo o 

desenvolvimento de técnicas para estímulo celular específico e consequente 

reposição dos tecidos destruídos; tal manipulação celular é baseada nos princípios 

da biologia celular, da biologia do desenvolvimento e de biomateriais.  

Estudos têm mostrado que as células de derivação mesenquimal do 

ligamento periodontal podem ser transplantadas para os defeitos nesta região, o que 

resulta em regeneração da matriz extracelular sem consequências imunológicas 

negativas (LANG; SCHULER; NOLDEN, 1998; MALEKZADEH et al., 1998; VAN 

DIJK, 1991). Os efeitos imunomoduladores das células mesenquimais do estroma 

têm sido reportados recentemente e poderiam explicar esses resultados favoráveis à 

regeneração. Além disso, a estratégia do manejo de tecidos para a regeneração 

periodontal, que expõe a capacidade de regeneração das células mesenquimais do 

estroma no periodonto é uma tese atrativa. A partir de tal proposta, a necessidade 

do recrutamento de células para o sítio da lesão é minimizada e a previsibilidade do 

resultado positivo é maior (MROZIK et al., 2012). 

Segundo Rincon, Haase e Bartold (2003), apesar de a EMD não ser 

considerada um fator de crescimento, apresenta propriedades semelhantes às 

destas proteínas. O presente estudo comenta a respeito de alguns de seus 

princípios biológicos observados in vitro e in vivo envolvendo, principalmente, a 

regeneração de tecidos duros, porém seus mecanismos de ação e seus efeitos na 

cicatrização de tecidos moles ainda não foram totalmente elucidados. 
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2.2 COMPOSIÇÃO E VEÍCULOS 

As proteínas da matriz do esmalte são produzidas pelos ameloblastos, 

células ectodérmicas responsáveis pela síntese da porção orgânica do esmalte e 

pelo controle de sua mineralização e seu pico de atividade metabólica ocorre 

durante a fase de formação da coroa (campânula avançada) (NANCI, 2013). As 

proteínas estruturais e determinantes de mineralização secretadas pelos 

ameloblastos têm correspondentes que exibem funções correlatas na região 

radicular, onde tais células não estão presentes. Na raiz dentária, as proteínas da 

matriz são secretadas pelas células da bainha epitelial de Hertwig e o complexo 

proteico liberado durante a fase de rizogênese exerce importante papel biológico 

não só na cementogênese, mas na diferenciação e no desenvolvimento estrutural do 

periodonto como um todo (AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-RASHEED, 2011; ZELDICH 

et al., 2007a). Destacamos aqui que, na odontogênese, o mecanismo de indução 

recíproca ocorre na raiz e na coroa de modo semelhante: proteínas sintetizadas por 

células de derivação ectodérmica induzem à diferenciação de células de derivação 

mesenquimal (NANCI, 2013). 

As proteínas que compõem a matriz são hidrofóbicas e caracterizadas 

como amelogeninas e não-amelogeninas, sendo 90% delas amelogeninas. Os 10% 

restantes são enamelina, amelina, matriz de metaloproteinase 20 (MMP-20), além 

de proteínas morfogenéticas 2 e 7 (BMP2 e BMP7) (KÉMOUN et al., 2011; VENEZIA 

et al., 2004). Deste complexo, diversos resultados sugeriram que a amelogenina 

está associada à cicatrização e à regeneração da estrutura periodontal, incluindo a 

neoformação de cemento (AL-HEZAIMI et al., 2012; ASPRIELLO et al., 2011; 

KÉMOUN et al., 2011; LYNGSTADAAS et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2011; 

THOMA et al., 2011; ZELDICH et al., 2007a). Provavelmente, sua ação é modular a 

cicatrização tecidual reproduzindo os eventos que ocorrem durante a rizogênese 

reestruturando o periodonto.  

Brooks et al. (1994) desenvolveram um estudo genético comparativo 

entre diversos vertebrados, humanos, ratos, camundongos, bovinos e suínos, com a 

finalidade de se determinar qual a molécula fundamental para a formação do 

esmalte. As amelogeninas são fortemente expressas no esmalte do órgão dentário, 

e demonstram grande nível de sequência homóloga entre todos os vertebrados 
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examinados (> 80%). Isto sugere que toda a estrutura da molécula de amelogenina 

é crucial na formação do esmalte e na biomineralização, e as terminações amino e 

carboxi são particularmente importantes para sua função, além de serem ricas em 

resíduos de prolina ( 30%) (LYNGSTADAAS et al., 2009). 

A identificação das proteínas que formam o complexo da EMD culminou 

com o seu desenvolvimento comercial na forma sintética ou isolada, purificada ou 

em complexo, necessitando, consequentemente, de um veículo para ser 

administrado (VENEZIA et al., 2004). Originalmente, o produto comercial consistiu 

em EMD e uma solução veículo de alginato de propilenoglicol (PGA) manipulados 

imediatamente antes da aplicação. Posteriormente, foi desenvolvida a EMD gel, 

distribuída já pronta para utilização (VENEZIA et al., 2004; ZELDICH et al., 2007a). 

Bratthall et al. (2001), realizaram amplo estudo multicêntrico, cujos resultados 

demonstraram não haver diferença entre o produto original e o gel. 

Dada a propriedade hidrofóbica das amelogeninas, os componentes da 

EMD se agregam e se tornam praticamente insolúveis em pH fisiológico e em 

temperatura corporal. Desta forma, as proteínas da matriz derivada devem ser 

dissolvidas em meios com pH ácido ou alcalino e em baixa temperatura 

(LYNGSTADAAS et al., 2009). Uma formulação adequada deve ter um pH que não 

seja neutro e uma reprecipitação gradual da matriz quando em condições 

fisiológicas (SCHNEIDER et al., 2011; VENEZIA et al., 2004). Hammarström (1997), 

usando um modelo com macacos, desenvolveu uma série de veículos para 

determinar qual seria mais eficaz na precipitação da EMD no tratamento da 

superfície radicular. A regeneração do cemento e osso alveolar foram medidas após 

oito semanas. Os resultados mostraram que o PGA foi o mais efetivo. Tal veículo 

melhorou a precipitação da EMD, além de expor as células do ligamento periodontal 

à agregação de proteínas reestabelecida, levando à interação de matriz e células no 

local da aplicação. 

O hidrogel de propilenoglicol tem se mostrado efetivo no sistema de 

distribuição de substâncias bioativas porque essas matrizes permitem um ótimo 

crescimento celular e captação e síntese de proteínas bioativas, como a proteína 

óssea morfogenética recombinante humana 2 (rhBMP-2) e hormônio paratireoide 

(PTH). O crescimento das células nessas matrizes pode ser facilitado pela presença 

de uma sequência de aminoácidos: arginina, glicina e asparagina (RGD). As 

sequências de RGD são normalmente encontradas em proteínas de matriz 
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extracelular e participam da adesão, migração e sinalização celular, possibilitando 

sua interação com as integrinas, um subgrupo de receptores superficiais de células. 

A possibilidade da aplicação da EMD com um veículo otimizado com ou sem RGD 

não foi investigada ainda (SCHNEIDER et al., 2011). 

Em estudos in vivo e in vitro, Gestrelius et al. (1997a) observaram que a 

reologia tixotrópica (característica de um fluido de submeter-se a uma diminuição da 

viscosidade com o tempo, enquanto é submetido a cisalhamento constante) do PGA 

permite a aplicação da EMD com uma formulação viscosa. Quando uma força de 

cisalhamento é aplicada, tal como por meio de uma seringa, a viscosidade da 

formulação diminui, o que facilita a completa cobertura da superfície radicular a ser 

tratada. A viscosidade do PGA diminui sob condições fisiológicas, e assim a EMD é 

liberada para posterior precipitação sobre a superfície radicular exposta na área a 

ser tratada (SCHNEIDER et al., 2011; VENEZIA et al., 2004). 

Conhecer os componentes da EMD ajuda no estudo e na compreensão 

de seus princípios biológicos e mecanismos de ação. 

2.3 PRINCÍPIOS BIOLÓGICOS DE AÇÃO 

A doença periodontal é causada por um processo inflamatório resultante 

da interação entre a colonização bacteriana e a resposta imunológica do hospedeiro. 

Este processo é iniciado pela liberação de endotoxinas bacterianas que estimulam 

células fixas e móveis do tecido conjuntivo da área infectada a secretarem citocinas 

pró-inflamatórias e proteinases. Esta cascata de eventos resulta na inflamação e na 

destruição do periodonto (AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-RASHEED, 2011; FUJITA et 

al., 2011; HAGENAARS et al., 2004; HENRIQUES et al., 2010; NOKHBEHSAIM et 

al., 2011a; SAITO et al., 2008; TOKIYASU et al., 2000; ZELDICH et al., 2007a; 

ZELDICH et al., 2010; ZHANG; DONG; CHU, 2010). 

Os fatores chave para o sucesso da regeneração periodontal são o 

recrutamento correto de células para o sítio da lesão e a produção adequada da 

matriz extracelular consistente com os tecidos presentes neste sítio: cemento, 

ligamento periodontal e osso alveolar. O manejo destes tecidos tem como objetivo o 

desenvolvimento de técnicas para estímulo celular específico e consequente 
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reposição dos tecidos destruídos; tal manipulação celular é baseada nos princípios 

da biologia celular, da biologia do desenvolvimento e de biomateriais.  

Em estudo in vitro, um pequeno estímulo e uma proliferação periférica de 

linfócitos são demonstrados (NIKOLOPOULOS; PETEINAKI; CASTANAS, 2002). 

Como resultado da estimulação de lipopolissacarídeos e peptideoglicanos em 

células sanguíneas periféricas, o nível elevado de citocinas pró-inflamatórias como 

TNF-α é reduzido na presença da EMD (MYHRE et al., 2006). 

As prostaglandinas (PGs) são moléculas pleiotrópicas e afetam muitos 

processos fisiológicos, participando de muitas doenças. Na doença periodontal, por 

exemplo, as PGs são secretadas em grande quantidade e contribuem para o 

processo inflamatório, assim como fazem a mediação da indução da reabsorção 

óssea (HOWELL; WILLIAMS, 1993; MADIANOS; BOBETSIS; KINANE, 2005). Na 

fase aguda de cicatrização de feridas da pele, as PGs também têm um papel 

fisiológico na fase inflamatória inicial. No entanto, uma produção local exagerada de 

PGs, devido ao trauma ou infecção da ferida, pode interferir na adequada 

cicatrização cutânea (WEINBERG et al., 2009). As PGs provocam mitose e 

diferenciação nos odontoblastos e estimulam a construção óssea endosteal e 

periosteal, resultando em ganho ósseo. Porém a síntese da matriz pode ser reduzida 

como resultado da produção de osteoblastos diferenciados (COCHRAN et al., 2003 

KHEDMAT et al., 2011).  

A prostaglandina-E2 (PGE2) tem sido documentada como agente 

antiproliferativo no tecido gengival, assim como em fibroblastos de outra origem 

(WEINBERG et al., 2009). A EMD é utilizada clinicamente para o tratamento 

periodontal no local afetado pela inflamação e pode consequentemente coexistir 

com mediadores inflamatórios, como a PGE2 no sítio tratado, fato que pode 

potencialmente interferir em sua ação (WEINBERG et al., 2010).   

Estudos têm mostrado que as células de derivação mesenquimal do 

ligamento periodontal podem ser transplantadas para os defeitos nessa região, o 

que resulta em regeneração da matriz extracelular sem consequências imunológicas 

negativas (LANG; SCHULER; NOLDEN, 1998; MALEKZADEH et al., 1998; VAN 

DIJK, 1991). Os efeitos imunomoduladores das células mesenquimais do estroma 

têm sido reportadas recentemente e poderiam explicar esses resultados favoráveis à 

regeneração. Além disso, a estratégia do manejo de tecidos para a regeneração 

periodontal que expõe a capacidade de regeneração das células mesenquimais do 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nikolopoulos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12186349
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Castanas%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12186349
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estroma no periodonto é uma tese atrativa; a partir de tal proposta, a necessidade do 

recrutamento de células para o sítio da lesão é minimizada e a previsibilidade do 

resultado positivo é maior (MROZIK et al., 2012). 

Uma grande variedade de métodos e de materiais para a regeneração do 

osso alveolar perdido tem sido descrita. Alguns desses materiais são bem 

documentados e têm provado sua eficácia e segurança biológica à longo prazo, 

enquanto, por outro lado, determinadas técnicas vem sendo pesquisadas ainda para 

se compreender seu princípio de ação (SCHNEIDER et al., 2011; TOKIYASU et al., 

2000). A indução da formação óssea é um desafio na regeneração tecidual. 

Numerosos estudos pré-clínicos e clínicos têm mostrado os efeitos positivos de 

fatores de crescimento e de diferenciação na regeneração de tecidos duros, e mais 

recentemente, tecidos moles (SCHNEIDER et al., 2011). 

O uso de fatores proteicos derivados do esmalte para promover a 

regeneração periodontal é baseado no conhecimento de interações recíprocas 

epiteliais-mesenquimais e são a base para a formação de vários tecidos. Como 

exemplo, interações apropriadas entre células ectomesenquimais da crista neural e 

células de origem exclusivamente epitelial resultam na formação de esmalte e de 

dentina. Muitas moléculas, associadas à bainha epitelial de Hertwig, têm sido 

sugeridas como tendo um importante papel no controle do desenvolvimento da raiz, 

dentre as quais se incluem a lamelina, a amelina, derivados de proteínas do esmalte 

e “esmalte-like”) (TOKIYASU et al., 2000). 

Proteínas da matriz orgânica do esmalte são secretadas por ameloblastos 

durante a formação da coroa, e regulam a mineralização do esmalte. Foi 

comprovado que várias destas proteínas são secretadas pelas células epiteliais 

durante a rizogênese desempenhando importante papel biológico na 

cementogênese e na formação da estrutura periodontal. Esta descoberta culminou 

no desenvolvimento da EMD e o veículo alginato de propileno glicol (AL-HEZAIMI et 

al., 2012). 

A compreensão dos processos moleculares associados ao reparo e 

regeneração tecidual, fatores de crescimento (FCs) aplicados em superfícies 

radiculares ou em feridas de tecidos moles é fundamental para a modulação de 

mecanismos de regeneração (ABOLFAZLI et al., 2009; ESPOSITO et al., 2004; 

FUJITA et al., 2011; HAGENAARS et al., 2004; HENRIQUES et al., 2010; HOANG; 

OATES; COCHRAN, 2000; JOHNSON et al., 2009; KASAJ et al., 2012; 
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LAAKSONEN; SORSA; SALO, 2010; NOKHBEHSAIM et al., 2011b; RINCON; 

HAASE; BARTOLD, 2003; SAITO et al., 2008; ZELDICH et al. 2010). 

O esmalte fracionado, não comercial, proveniente de germes dentários de 

suínos, apresentou pequena quantidade de BMP (IWATA et al., 2002) e TGF-1 

(KAWASE et al., 2001), porém, a maioria dos estudos atribuiu os benefícios da EMD 

às proteínas específicas da matriz do esmalte (KAWASE et al., 2001). Através de 

várias técnicas tem sido demonstrado que a EMD é absorvida tanto pela 

hidroxiapatita e pelo colágeno quanto pela raiz exposta. Tal absorção forma um 

complexo esférico, e quantidades residuais permanecem detectáveis no sítio tratado 

por duas semanas, como foi demonstrado com Gestrelius et al. (1997a). Esse 

parece ser um período suficiente para permitir a recolonização por células do 

ligamento periodontal e células mesenquimais indiferenciadas. Estes dados foram 

confirmados por estudos dos mesmos autores quando a microscopia eletrônica de 

varredura do dente tratado pela EMD, extraído em diferentes intervalos de tempo por 

duas semanas após a cirurgia, demonstrou uma colonização progressiva de células 

semelhantes morfologicamente a fibroblastos, o que não foi observado no grupo 

controle, sem o tratamento com EMD (GESTRELIUS et al., 1997a). Mais 

recentemente, análises imunoistoquímicas demonstraram que a EMD permanece 

presente em molares extraídos de ratos após quatro semanas da sua aplicação 

(HAMAMOTO et al., 2002; SCULEAN et al., 2002). 

Kim, Tominaga e Tanaka (2005), não encontraram nenhum efeito da EMD 

sobre o crescimento de fibroblastos e osteoblastos provenientes de ratos em meio 

de cultura incluindo EMD com 10% de soro, porém observaram um aumento dose 

dependente da quantidade dessas células com a aplicação da EMD. No seu trabalho 

in vivo, foi injetado EMD/propilenoglicol (EMD/PG) e os autores optaram pelo uso da 

EMD e não da EMD gel por não se conhecer até então os constituintes da EMD gel 

(KIM; TOMINAGA; TANAKA, 2005). 

EMD possibilita a melhora da proliferação de fibroblastos do ligamento 

periodontal, tanto quanto o aumento da produção de proteínas e colágeno e da 

mineralização, mas não de células epiteliais.  Isso aumenta a produção total de 

proteínas pelas células do ligamento periodontal e promove a formação de nódulos 

mineralizados das células do ligamento periodontal. Em contraste, a EMD não tem 

efeitos significativos na migração ou adesão e distribuição das células do ligamento 

periodontal (GESTRELIUS et al., 1997b). Por microscopia eletrônica de varredura, 
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foi demonstrado que a EMD parece aumentar a adesão dos fibroblastos do 

ligamento periodontal em superfície de raízes comprometidas e, mais 

especificamente, esta função de adesão celular foi atribuída à amelogenina; tal 

função explica parcialmente o efeito da terapia com EMD na regeneração 

periodontal (HOANG et al., 2002). 

Destaca-se que as células envolvidas na regeneração periodontal 

respondem à EMD de maneiras diferentes. A taxa de adesão, a produção de fatores 

de crescimento (TGF-1, IL-6, PDGF-AB), o índice de proliferação e o metabolismo 

celular mesenquimal no ligamento periodontal humano em cultura aumentaram 

significativamente na presença de EMD (LYNGSTADAAS et al., 2009). Em 

contraste, EMD aumentou a secreção de adenosina monofosfato cíclico (cAMP) e 

fator de crescimento derivado de plaquetas AB (PDGF-AB) em culturas de células 

epiteliais, mas inibiu seu crescimento. Este achado sugere que EMD favorece o 

crescimento de células mesenquimais ao invés do crescimento de células epiteliais. 

Além disso, foi mostrado que a EMD parece exibir um efeito citostático sobre as 

células epiteliais em cultura (GESTRELIUS et al., 1997b; KAWASE et al., 2001). Isso 

pode explicar o efeito biológico da EMD de regeneração tecidual guiada, observado 

in vivo, somado a um possível papel preventivo na mecânica de membranas de 

barreira (HOANG et al., 2002). 

Avanços no isolamento e síntese de fatores de crescimento e polímeros 

biodegradáveis possibilitaram maior índice de sucesso na manipulação de tecidos 

como cartilagem e osso, entre outros. Dada sua origem mesenquimal, o periodonto 

é considerado um excelente sítio para tais procedimentos nos casos de perdas 

teciduais em lesões causadas pela periodontite (ESPOSITO et al., 2004). 

Dada a capacidade da EMD de regeneração tecidual, não se pode deixar 

de ressaltar sua importância na reabilitação de lesões odontológicas com destruição 

e perda de tecidos, como a doença periodontal. 

A aplicação tópica da EMD em bolsa periodontal foi capaz de aumentar a 

expressão de VEGF no tecido gengival, apesar de ainda não ser claro como ocorre 

a estimulação da produção desse fator de crescimento (ASPRIELLO et al., 2011). 

Sakoda, Nakajima e Noguchi (2012) hipotetiza que a EMD pode estimular a 

produção de VEGF através de fibroblastos gengivais humanos. 

Os fibroblastos do ligamento periodontal humano (HPLFs) assumem um 

papel de grande importância no processo de cicatrização de feridas que se segue à 
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doença periodontal ou um trauma dental, incluindo avulsão do dente. Fatores de 

crescimento têm sido amplamente investigados quanto ao crescimento e/ou 

diferenciação das células do ligamento periodontal. Porém, o leque de 

especificidades funcionais compromete sua aplicação clínica (KHEDMAT et al., 

2011). Uma observação clínica comum quando a EMD é utilizada para a cirurgia de 

regeneração periodontal é a grande rapidez da cicatrização de feridas e a 

minimização de sintomas pós-cirúrgicos, como a dor.  

Estudos in vitro de células do ligamento periodontal demonstraram que a 

EMD estimula a proliferação celular, síntese de fatores de crescimento como TGF-1 

VEGF, moléculas da matriz, células de ligação e mineralização (GESTRELIUS et al., 

1997a; HOANG; OATES; COCHRAN, 2000; OKUBO et al., 2003). 

Em seu estudo, Fujita et al. (2011), relataram que a eficácia da EMD nos 

procedimentos de regeneração periodontal tem evoluído de forma bem sucedida 

com um recobrimento saudável e desenvolvendo gengiva ceratinizada. 

A partir deste princípio, surgiu a necessidade de se compreender 

especificamente a ação da matriz nos tecidos moles de um modo geral, seja mucosa 

bucal, em reconstituição de sua matriz extracelular e revascularização, bem como 

em outras perdas teciduais em mucosas e pele. 

Apesar de a utilização da EMD experimental e clinicamente ser ampla 

para regeneração de tecidos do periodonto e para tecido ósseo, seus efeitos sobre o 

processo cicatricial em tecidos moles vêm sendo incipientemente pesquisado. 

Estudos têm demonstrado que a amelogenina promove a cicatrização e regeneração 

de estruturas de suporte dos dentes, incluindo cemento (ESPOSITO et al., 2004; 

SCHNEIDER et al., 2011). Porém, observou-se que o tratamento de feridas epiteliais 

padronizadas com EMD promoveu o fechamento da ferida em menor tempo quando 

comparado com feridas que foram apenas suturadas (AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-

RASHEED, 2011). 

De modo interessante, destacam-se diversos relatos na literatura (HE et 

al., 2005; LYNGSTADAAS et al., 2009; RINCON; HAASE; BARTOLD, 2003; 

WENNSTRÖM; LINDHE, 2002) nos quais os pesquisadores observaram 

secundariamente regeneração de tecidos moles nas áreas de acesso cirúrgico para 

aplicação da EMD com o objetivo de reconstituição de tecidos duros dentários, como 

cemento e osso alveolar. 
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2.4 INFLAMAÇÃO E REPARO DE TECIDOS MOLES 

Inspirados por observações clínicas em cirurgias orais, vários 

investigadores estudaram o efeito da amelogenina na cicatrização de feridas 

crônicas e agudas em pele (HAGENAARS et al., 2004; LYNGSTADAAS et al., 2009; 

WENNSTRÖM; LINDHE, 2002). Dessa forma, torna-se fundamental para se 

compreender os efeitos da EMD no tecido cutâneo, conhecer em quais camadas a 

pele é dividida. Na região mais superficial encontra-se a epiderme com tecido 

queratinizado. Logo abaixo se encontra a derme papilar, seguida pela derme 

reticular I e II e a região subcutânea, onde se encontra o plano muscular 

(AARESTRUP, 2012). 

O primeiro estudo que demonstrou que amelogeninas estimulam a 

cicatrização de feridas em pele mostrou que o tecido de granulação na ferida tratada 

com EMD foi significantemente maior, e o preenchimento dessa ferida e a re-

epitelização em toda sua profundidade progrediu quase duas vezes mais rápido na 

presença de EMD (MIRASTSCHIJSKI et al., 2004). Foi observado neste estudo que 

no local da aplicação da EMD a amelogenina estimulou a angiogênese através da 

indução da secreção de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), PDGF, 

MMP-2. Isso suporta a ideia de que amelogenina em geral trabalha estimulando 

células mesenquimais a expressar fatores que são importantes na cicatrização, 

crescimento e regeneração da pele. 

A cicatrização das lesões cutâneas assépticas é caracterizada pela 

deposição de matriz e remodelação da lesão inflamatória, mas qual a intensidade da 

inflamação é necessária para um ótimo reparo tecidual ainda é desconhecido 

(NOKHBEHSAIM et al., 2011b). 

Leucócitos polimorfonucleares (PMNs), em sua maioria neutrófilos, são as 

primeiras células para defesa do hospedeiro contra lesões assépticas iniciais e 

simples, bem como aquelas causadas por bactérias e seus produtos. PMNs são 

células fagocitárias numericamente predominantes encontradas na circulação 

periférica, compondo de 50 a 70% do total da população de células do sangue. Em 

tecidos moles, PMNs migram continuamente dos vasos sanguíneos pelo tecido para 

o sulco gengival, marcando tipicamente 90% das células do sulco gengival. No 

sulco, as PMNs, presumidamente, protegem a estrutura periodontal dos constituintes 
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da placa dental. A formação do biofilme no dente inicia a elaboração de várias 

substâncias que atraem PMNs para o sítio da inflamação por quimiotaxia. Na 

atividade fagocitária, a síntese e liberação de superóxido (O2
-) é a maior requisição 

para morte oxidativa microbiana por PMNs. Além disso, PMNs são a principal fonte 

de MMP-8, colagenase do hospedeiro que media a degradação do tecido colágeno 

no periodonto inflamado. A MMP-8 é liberada durante a degranulação do lisossomo 

durante a fagocitose ou por desintegração (necrose) dos PMNs (KARIMA; VAN 

DIKE, 2012). 

O impacto da EMD na inflamação e cicatrização de feridas cutâneas tem 

sido um ponto controverso. Parkar e Tonetti (2004) demonstraram que em células 

mesenquimais do ligamento periodontal de humanos, EMD inibe a expressão de 

genes envolvidos nos eventos iniciais da inflamação na cicatrização de feridas, 

enquanto os genes que codificam o crescimento e as moléculas que promovem a 

reparação são estimulados. 

A cicatrização sem complicações é reportada frequentemente após a 

aplicação da EMD e o efeito antimicrobiano do veículo PGA pode ser uma das 

causas. Um número de razões para essa observação tem sido sugerida, incluindo 

efeitos anti-inflamatório e antimicrobianos (LYNGSTADAAS et al., 2009). 

Análises imunoistoquímicas do periodonto para osteopontina e colágeno 

tipo I e III revelaram que o tratamento com EMD resultou em uma maior expressão 

de colágeno e um rápido desenvolvimento de tecido conjuntivo durante uma fase 

inicial de cicatrização de feridas (SCULEAN et al., 2003). O tratamento do ligamento 

periodontal e fibroblastos gengivais com EMD mostrou melhorar o processo de 

preenchimento da ferida in vitro (HOANG; OATES; COCHRAN, 2000; RINCON; 

HAASE; BARTOLD, 2003). 

2.5 POSSÍVEL PAPEL DA EMD COMO MEDIADORA DA INTERAÇÃO ENTRE 

TIPOS CELULARES DE ORIGEM DIFERENTE 

De acordo com a teoria clássica da rizogênese e da estrutura periodontal, 

a bainha epitelial de Hertwig induz células mesenquimais da papila dental a formar 

um manto de predentina antes de se desintegrar e deixar a superfície radicular. 
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Como resultado da apoptose da bainha epitelial de Hertwig durante o processo 

embrionário, a barreira física formada entre as células mesenquimais do folículo 

dental e a formação de dentina se desintegra. As células mesenquimais que se 

expuseram à dentina formada são induzidas a se diferenciar em cementoblastos, 

responsáveis pela cementogêse. O processo de deposição de cemento é um pré-

requisito para a formação tanto do ligamento periodontal quanto do osso alveolar 

(AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-RASHEED, 2011; VENEZIA et al., 2004). 

Tal mecanismo de interação recíproca é observado no desenvolvimento 

embrionário e também nos processos cicatriciais. A resposta normal de cicatrização 

começa no momento em que o tecido é lesionado. O contato das plaquetas com o 

colágeno exposto provoca a liberação de fatores de coagulação bem como fatores 

de crescimento e citocinas como o PDGF e TGF-. Após hemostasia, os neutrófilos 

iniciam a fagocitose e, como parte desta fase da resposta inflamatória, os 

macrófagos dão continuidade a esta fagocitose, além de liberar mais PDGF e TGF-

. A partir daí fibroblastos migram para iniciar a fase proliferativa e depositam uma 

nova matriz extracelular. A nova matriz de colágeno então se organiza na fase final 

da remodelação (DIEGLMANN; EVANS, 2004). 

Os mecanismos envolvidos na cicatrização cutânea na presença da EMD 

ainda não foram totalmente esclarecidos, mas tem sido mostrado que a aplicação 

local do produto estimula a angiogênese pela indução da secreção de VEGF, PDGF 

e MMP2. De forma geral, a amelogenina estimula células mesenquimais a expressar 

fatores importantes para a cicatrização, crescimento e regeneração (KAWASE et al., 

2001). 

A EMD tem demonstrado ser considerável promessa para a regeneração 

de defeitos periodontais quando aplicada na superfície radicular durante a cirurgia 

periodontal, restaurando a função do ligamento periodontal, cemento e osso 

alveolar. Sabe-se que a EMD atua na formação de vasos sanguíneos, tecidos de 

granulação e acelera a cicatrização de feridas, além de interferir na produção de 

inúmeras citocinas e fatores de crescimento (ASPRIELLO et al., 2011). 

Apesar de diversos estudos registrarem na literatura resultados positivos 

associados à aplicação da EMD na regeneração periodontal, o mecanismo de ação 

biológica pelo qual a EMD influencia a cicatrização ainda não é totalmente 

esclarecido (AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-RASHEED, 2011; ASPRIELLO et al., 

2011; HAGENAARS et al., 2004; KASAJ et al., 2012; MIRASTSCHIJSKI et al., 2004; 
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NOKHBEHSAIM et al., 2011b; SAKODA; NAKAJIMA; NOGUCHI, 2012; SCULEAN 

et al., 2003). 

2.6 CITOCINAS E FATORES DE CRESCIMENTO 

Entre os mediadores inflamatórios encontra-se o TNF-, citocina 

conhecida por sua ação pró-apoptótica em vários tipos de células, incluindo os 

fibroblastos. A ação pró-apoptótica do TNF- é iniciada pela ligação ao seu receptor 

(TNFR1), que estimula a montagem das proteínas associadas à morte e 

subsequente ativação das proteases como cisteína, que fazem a mediação da morte 

celular (ZELDICH et al., 2007b). A capacidade da EMD de inibir apoptose induzida 

por TNF- corrobora a observação de ter um efeito similar às células osteoblásticas 

MC3T3-E1 (HE et al., 2005). A noção de que prevenir a sinalização do TNF- pode 

minimizar os efeitos prejudiciais da inflamação na gengiva ou na estrutura 

periodontal já foi sugerida (GRAVES; COCHRAN, 2003).  Além do efeito mitogênico 

da EMD nos fibroblastos gengivais, observou também que a EMD promove saúde 

gengival, prevenindo a morte das células em resposta aos mediadores inflamatórios 

(ZELDICH et al., 2007b). 

Myhre et al. (2006) testaram sangue de humanos com lipossacarídeos e 

pepitídeoglicanos incubados com diferentes concentrações de EMD ou um análogo 

de cAMP. Seus resultados mostraram uma liberação atenuada de TNF- e IL-8, 

enquanto a liberação de IL-10 não foi alterada. Os resultados sugeriram que a EMD 

limita a liberação de citocinas pró-inflamatórias induzidas por lipopolissacarídeos e 

peptideoglicanos no sangue humano. Khedmat et al. (2011) mostraram que a EMD 

não promove a secreção de TNF- e IL-1β, porém ela aumenta a atividade 

fagocitária dos macrófagos. Este estudo demonstra, ainda, que a EMD acelera a 

cicatrização de feridas melhorando o curso da cicatrização. 

TGF- tem um papel central na cicatrização de feridas e suas isoformas 

foram identificadas (CONDE et al., 2011; NOKHBEHSAIM et al., 2011b). O TGF-β2 

está relacionado com a resposta inflamatória e subsequente cicatrização durante o 

processo de cura em feridas (CONDE et al., 2011). TGF-1 facilita a migração de 

queratonócitos da ferida e com sucesso na reepitelização e estimula os fibroblastos 
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a depositarem novas proteínas da matriz extracelular que suporta células e vasos 

em crescimento (NOKHBEHSAIM et al., 2011a).  

As funções semelhantes do TGF- e das BMP foram encontradas em 

várias frações da EMD (SUZUKI et al., 2005). Além disso, a EMD tem mostrado 

aumentar a síntese de fatores de crescimento como TGF-β1 (OKUBO et al., 2003; 

PARKAR; TONETTI, 2004). Foi sugerido que o cemento e as atividades de 

osteopromoção da EMD são induzidas pelo menos em parte por fatores de 

crescimento (TAKAYAMA et al., 2005). 

Achados in vitro mostraram que EMD modula uma variedade de tipos 

celulares, dental ou não, de diferentes formas: o aumento dos níveis de cAMP e 

indução da síntese e secreção de TGF-β e IL-6. Em cultura de células do ligamento 

periodontal e fibroblastos gengivais, estimula a proliferação de pré-osteoblastos e 

diferenciação de osteoblastos imaturos (GESTRELIUS et al., 1997b; 

LYNGSTADAAS et al., 2009). 

A angiogênese é um processo de muitas fases, envolvendo degradação 

proteolítica da matriz, migração, proliferação, alinhamento e formação tubular por 

células endoteliais vasculares e maturação dos vasos recém-formados. Mais 

estudos são necessários para afirmar que EMD tem a habilidade de estimular um 

espectro inteiro de processos molecular e celular que resultem na formação de 

novos vasos sanguíneos (THOMA; COCHRAN, 2010). 

O VEGF promove a cicatrização de feridas regulando a permeabilidade 

vascular, o fluxo das células inflamatórias para o sítio da injúria, migração e 

proliferação de células endoteliais pré-existentes, e o recrutamento de células 

derivadas da medula óssea, progenitoras de endotélio. VEGF parece ter um 

importante papel na remodelação óssea, atraído células endoteliais e osteoclastos e 

estimulando a diferenciação de osteoblastos (NOKHBEHSAIM et al., 2011a). O 

VEGF estimula a proliferação e migração de células endoteliais e tem efeito na 

permeabilidade vascular quando já existem microvasos, o que ocorre nas fases 

iniciais da reparação da ferida, teoricamente seguida da deposição de matriz rica em 

fibrina, necessária para a migração celular. 

Um dos mecanismos que tem sido propostos para a regulação da 

cicatrização da pele é a expressão de óxido nítrico sintase induzido (iNOS) neste 

tecido. O iNOS é produzido por uma variedade de células, incluindo músculos 

esquelético e liso, fibroblastos e células epiteliais. O impacto do NOS na reparação 
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da ferida pode ser atribuído a suas influências funcionais na angiogênese, 

inflamação, proliferação celular, deposição e remodelação da matriz (AL-HEZAIMI; 

AL-ASKAR; AL-RASHEED, 2011). 

Apesar de evidências científicas demonstrarem o sucesso do uso do 

Emdogain® em tratamentos periodontais, seu mecanismo de ação em tecidos moles 

permanece obscuro. Para o perfeito entendimento desta terapêutica, faz-se 

necessária a utilização de modelos experimentais em animais, já que o tecido 

gengival é muito fino, o que torna difícil a obtenção de uma quantidade suficiente de 

tecido gengival como amostra, sendo necessário apenas para examinar a reação do 

tecido à EMD (KIM; TOMINAGA; TANAKA, 2005). Assim, a pele do dorso de ratos 

vem sendo usada em alguns experimentos com o objetivo de avaliar, através desse 

modelo, a expressão de citocinas e mediadores inflamatórios que poderiam estar 

envolvidos no mecanismo de ação (KIM; TOMINAGA; TANAKA, 2005). 
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3 HIPÓTESE 

A aplicação da matriz derivada de esmalte (EMD) favorece a cicatrização 

de feridas cutâneas cirúrgicas em ratos Wistar, permitindo melhor vascularização e 

melhor qualidade de matriz extracelular em menor tempo de evolução, em relação a 

feridas não tratadas com o produto. 

  



32 

4 OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos da matriz derivada do esmalte (EMD) (Emdogain®) na 

cicatrização de feridas cutâneas cirúrgicas em ratos Wistar. 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Comparar a evolução clínica do processo de cicatrização entre as 

feridas cutâneas cirúrgicas tratadas com EMD; 

• Avaliar histopatologicamente e histomorfometricamente a área 

cicatricial por quantificação da celularidade do infiltrado inflamatório e secções 

vasculares nas áreas em cicatrização; 

• Avaliar os efeitos da EMD sobre a expressão de TNF-, TGF- e iNOS 

in situ; 

• Comparar os resultados obtidos com aqueles provenientes de 

amostras tratadas com solução salina (Grupo controle). 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

O presente estudo foi desenvolvido em cooperação com a Faculdade de 

Ciências Médicas e da Saúde de Juiz de Fora – Suprema e com o Centro de 

Pesquisas São Leopoldo Mandic, Campinas, São Paulo onde foram delineados os 

procedimentos operatórios experimentais. O experimento foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Juiz de 

Fora, sob parecer nº 064/2012 (Anexo A). 

5.1 ANIMAIS 

Foram utilizados no experimento ratos Wistar (n = 25), com 6 a 8 

semanas de idade, pesando de 250 g a 300 g, pertencentes à colônia da 

Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram mantidos no biotério da 

Suprema – Faculdade de Ciências Médicas e da Saúde de Juiz de Fora em uma 

sala com temperatura controlada (± 23 ºC), e alojados em gaiolas individuais com 

maravalha em um ciclo de luz de 12:12 (luzes acesas às 6:00), com ração peletizada 

e água ad libitum, onde foi realizada a confecção cirúrgica da lesão. 

5.2 CONFECÇÃO CIRÚRGICA DA LESÃO 

Para realização da ferida cirúrgica, os animais foram anestesiados com 

ketamina e xilazina (ket-a-XYL®, Agrovetmarket, Brasil) via intramuscular, nas doses 

de 40 e 15 mg/kg respectivamente. Os mesmos foram colocados em decúbito 

ventral com as pernas fixadas a uma placa cirúrgica e a região dorsal foi 

tricotomizada após desinfecção com álcool a 70%. Com utilização de lâminas 

cirúrgicas nº 15c (Lamedid®, Barueri, Brasil), foram confeccionadas duas incisões 

bilaterais e paralelas ao eixo central e longitudinal do dorso, com 4,0 cm de 

comprimento até o tecido subcutâneo em profundidade incluindo a fáscia muscular 
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Figura 1. Imagem representativa das incisões paralelas no dorso do 

animal. 

subjacente. As incisões que se localizaram à esquerda constituíram o grupo teste 

(Emdogain®) e à direita, o grupo controle (solução salina) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nas feridas de teste foi aplicado em dose única 0,7 ml de Emdogain® na 

apresentação gel 30 mg/ml (instituto Straumann, AG, Basel, Suíça), dentro das 

bordas da incisão, enquanto o grupo controle recebeu mesma quantidade de 

solução salina. A seguir, as bordas foram fechadas com suturas simples 

interrompidas (Nylon 6-0, Techno Fio®, Goiânia, Brasil). A distância entre as 

perfurações da agulha ao longo da lesão foi de aproximadamente 3 mm. 

Imediatamente após a sutura, foram colocados sobre as incisões, respectivamente 

nos grupos teste e controle, uma camada de gel e solução salina, durante cinco 

minutos. Após o procedimento, os animais foram dispostos em gaiolas individuais. 
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Os animais passaram pelo procedimento cirúrgico em dias diferentes. 

Foram subdivididos em subgrupos (n = 5), determinados pela data da confecção da 

lesão e todos os animais do experimento foram eutanasiados no 22º dia (Tabela 1), 

por questão operacional. 

 

 

Tabela 1. Divisão dos grupos de acordo com o período de cicatrização 

Grupos Tempo Pós-cirúrgico n 

I 21 5 

II 14 5 

III 7 5 

IV 3 5 

V 1 5 

 

 

5.3 ACOMPANHAMENTO MACROSCÓPICO DAS FERIDAS 

As feridas foram avaliadas macroscopicamente e fotografias digitais foram 

realizadas antes da eutanásia, com a utilização de câmera de alta resolução (Canon, 

Japão) com foco fixo. 

Os animais foram avaliados no 1º, 3º, 7º, 14º e 21º dias de pós-operatório, 

através da análise macroscópica da presença de tecido de granulação, redução da 

área da lesão, crosta e coloração da lesão, comparando grupos teste e controle. 

5.4 EUTANÁSIA E OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS CUTÂNEAS 

Ao 22º dia do início do experimento, todos os animais sofreram eutanásia 

por aprofundamento anestésico com ketamina e xilazina, dobrando a dose utilizada 

para a confecção cirúrgica da lesão. Foi realizada excisão do tecido incluindo 0,5 cm 

de pele adjacente às bordas da ferida em cicatrização bem como todo o tecido 

cicatricial em profundidade, tanto da ferida tratada quanto da ferida não tratada. As 



36 

amostras teciduais excisionadas foram fixadas em formol 10% (pH 7) por periodo 

mínimo de 24 horas, antes de seguirem para processamento histológico. 

5.5 PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO 

O material foi colocado em cassetes e submetido a seis banhos em álcool 

de 95% para ser desidratado. Em seguida, passou por três banhos de xilol para ser 

diafanizado. Logo após, passou por dois banhos em parafina a 48 ºC. A inclusão do 

material foi feita em recipientes contendo parafina líquida a 50 ºC. Os blocos de 

parafina foram cortados no micrótomo modelo CUT 4060 da marca Slee Mainz 

(Mainz, Alemanha) para a obtenção dos cortes do material com espessura de 4 µm. 

A “pesca” foi realizada em recipiente com água a 50 ºC, evitando a ocorrência de 

microdobras, com a lâmina mergulhada na água para coletar os cortes. A secagem 

foi realizada em estufa a 70 ºC. 

Depois de confeccionadas as laminas histológicas, 50 foram separadas 

para realização da coloração de rotina com hematoxilina e eosina (HE) e 150 foram 

destinadas à realização de imunoistoquímica, sendo estas últimas silanizadas. 

A coloração de rotina (hematoxilina e eosina) (LUNA, 1968) foi utilizada 

para avaliação morfológica dos cortes histológicos, na qual os núcleos coram-se em 

azul escuro (basofílicos) e o citoplasma em róseo (eosinofílicos).  

Para a coloração foi realizado o seguinte protocolo: 

• Três banhos em xilol para desparafinização por cinco minutos cada; 

• Três banhos em álcool 95% por cinco minutos cada; 

• Lavagem da lâmina em água corrente durante três minutos; 

• Coloração pela hematoxilina (corante básico) durante cinco min; 

• Lavagem da lâmina em água corrente durante cinco minutos; 

• Coloração, pela eosina (corante ácido) durante dois minutos; 

• Lavagem rápida em água; 

• Três banhos em álcool 99,5% para desidratação do corte por dois 

minutos cada; 

• Dois banhos em xilol, três minutos cada. 
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Após coloração foi feita a montagem final utilizando-se Entelan® e 

lamínula. 

5.6 ANÁLISE HISTOPATÓLOGICA DESCRITIVA 

A partir da análise das amostras coradas por HE foi realizada a descrição 

microscópica geral da área em cicatrização. A avaliação foi realizada por dois 

diferentes observadores com experiência e formação em histopatologia, 

acompanhados por alunos. Os cortes foram observados em microscópio óptico 

(Zeiss, Berlin, Alemanha) acoplado à câmera Axiostar Plus, em aumentos de 20x, 

40x, 100x, em toda sua extensão. A partir desta avaliação, foi selecionada para 

captura digital (programas Axiovision e ZEN Lite 2012®, Zeiss, Berlin, Alemanha), 

uma região do corte que abrangesse todas as camadas da pele em cicatrização, em 

aumento de 100x, fornecendo assim uma observação panorâmica da região em 

reparo. 

A descrição histopatológica realizada a partir da imagem panorâmica 

baseou-se nos critérios de qualidade e amadurecimento do tecido cicatricial 

(organização e densidade de fibras colágenas na matriz extracelular), intensidade e 

celularidade do infiltrado inflamatório e reepitelização e angiogênese. 

5.7 ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA 

Para análise histomorfométrica, quatro regiões ao longo da área cicatricial 

foram selecionadas para captura digital em aumento de 400x (programa ZEN Lite 

2012®, Zeiss, Berlin, Alemanha). As regiões, sequencialmente, corresponderam à 

superfície da incisão, abrangendo a epiderme ou correspondente à sua localização, 

além de três regiões na derme (derme papilar, derme reticular e tecido subcutâneo 

sobre a fáscia muscular). As áreas capturadas para histomorfometria encontram-se 

destacadas na Figura 2. 
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Figura 2. Áreas selecionadas para captura e realização de histomorfometria. Superfície da 
incisão com epiderme e derme papilar (1); derme reticular I (2), derme reticular II (3) e região 
profunda, subcutânea e muscular (4). Imagem realizada a partir da interface do programa 
axiovision. 

Ressalta-se que as análises foram realizadas exclusivamente no tecido 

de granulação, excluindo-se as áreas de tecido maduro correspondente à pele não 

cicatricial remanescente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.7.1 Quantificação semiautomática do infiltrado inflamatório 

A contagem dos elementos celulares polimorfonucleares e 

mononucleares foi realizada a partir das imagens capturadas em 400x, por meio de 

seleção manual. Foram excluídos aqueles leucócitos intravasculares e em 

rolamento. Os valores absolutos obtidos em cada amostra foram somados e o 
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resultado foi expresso por média aritmética simples (± DP), assim como o total das 

contagens de cada grupo. 

5.7.2 Quantificação semiautomática de secções vasculares 

A partir das análises das imagens capturadas em 400x, foi realizada 

manualmente a contagem de secções vasculares por campo, considerando-se um 

valor absoluto por luz observada, independente do calibre e da incidência de corte. 

Os valores obtidos em cada amostra foram somados e o resultado foi expresso por 

média aritmética simples (± DP), assim como o total das contagens de cada grupo. 

5.7.3 Histomorfometria automática da matriz extracelular colagenosa 

A determinação da quantidade de colágeno depositada na matriz 

extracelular foi realizada por meio de seleção automática a partir do programa ZEN 

Lite 2012® (Figura 3). Os valores foram expressos em µm2 e o total de cada amostra 

foi somado e o resultado foi expresso por média aritmética simples (± DP), assim 

como o total das contagens de cada grupo. 
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Figura 3. Marcação automática da área de fibras de colágeno, coloração HE, no programa 

ZEN Lite 2012 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.8 EXPRESSÃO IN SITU DE TNF-, INOS, TGF-Β2 POR IMUNOISTOQUÍMICA 

A imunoistoquímica foi realizada utilizando o complexo estreptoavidina-

biotina peroxidase com o sistema Starr Trek Universal HRP Detection® (Biocare 

Medical, Califórinia, EUA). A técnica foi utilizada para detecção da expressão de 

TNF-, iNOS, TGF-O método incluiu as seguintes etapas: 

• Desparafinização em estufa a 60 °C por 30 minutos; 

• Desparafinização em xilol I, II, III, cinco minutos cada; 

• Reidratação em álcool 100%, 90%, 70%, três minutos cada; 

• Banho em água destilada por cinco minutos; 

• Bloqueio com perioxidase endógena (H2O2 + metano): dois banhos de 

30 minutos cada; 
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• Recuperação antigênica: aquecer em banho maria (95 °C) com PBS 

por quarenta minutos; 

• Resfriamento por 20 minutos (temperatura ambiente); 

• Banho em PBS por um minuto; 

• Background sniper: adicionar quatro gotas e incubar por 15 minutos; 

• Remoção do excesso; 

• Incubação com anticorpo primário (Santa Cruz Biotechnology, 

Califórnia, EUA) por uma hora; 

• Banho em PBS: dois banhos de três minutos cada; 

• Link Universal Trekkie: quatro gotas. Incubar por 20 minutos; 

• Banho em PBS: dois banhos de dois minutos cada; 

• Trek Avidim – HRP label: estreptavidina. Dez minutos em temperatura 

ambiente; 

• Banho em PBS: dois banhos de três minutos cada; 

• Betazoid DAB Chromogem: uma gota (DAB) e um ml de tampão 

substrado por cinco minutos; 

• Banho em água destilada: dois banhos de dois minutos cada; 

• Banho em PBS por um minuto; 

• Contra-coloração com hematoxilina por dois minutos; 

• Banho em H2Od: dois banhos de doi minutos cada; 

• Banho em PBS por um minuto; 

• Desidratação em álcool 100%: três banhos de um minuto cada; 

• Desidratação em xilol: três banhos de um minuto cada; 

• Montagem da lâmina com Entelan® e lamínula. 

O controle da reação imunoistoquímica foi realizado comparando-se 

células marcadas e não marcadas em um mesmo campo microscópico.  

Imagens de campos analisados foram obtidas usando o sistema de 

análise de imagem computadorizada ZEN Lite 2012®. Foi realizada captura de 

imagens de todos os cortes em 400x com câmera digital do microscópio Axiostar 

Plus (Zeiss, Berlin, Alemanha).  

A avaliação microscópica foi realizada por meio do programa ZEM PRO 

2012® e foram consideradas positivas aquelas células com colocaração castanha 

intracitoplasmática. Os resultados foram expressos em média ± DP. 
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5.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A partir do programa SPSS for Windows 16, foi utilizado o teste ANOVA 

para análise de variância, com nível de significância de 5% (p < 0,05). Os resultados 

referentes ao estudo e a comparação das variáveis envolvidas nos ensaios foram 

expressos em números inteiros ou média ± desvio padrão (DP). 

Foram avaliados 5 feridas controle e 5 feridas tratadas de cada dia de pós 

operatório. Cada ferida foi analisada em 4 campos distintos por 2 observadores com 

experiência e formação em histopatologia, gerando um total de 20 campos 

analisados. 
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6 RESULTADOS 

6.1 ACOMPANHAMENTO MACROSCÓPICO DA CICATRIZAÇÃO 

Na avaliação macroscópica da lesão, foi observado que as feridas 

apresentaram cicatrização mais rápida no grupo tratado em comparação àquelas do 

grupo controle, sendo que diferença foi mais evidente no período entre os dias 14 e 

21 (Figuras 4D e 4E, respectivamente). 

Nos estágios iniciais, nos dias pós-operatórios 1 e 3 (Figuras 4A e 4B, 

respectivamente) foram observadas hiperemia e edema, características compatíveis 

com o estágio do processo de cicatrização fisiológica, sem diferença entre os 

grupos. 

Após o 7º dia da cirurgia as feridas do grupo tratado apresentaram 

cicatrização discretamente melhor que as do grupo controle com coaptação dos 

bordos e resquícios de crosta, enquanto que no grupo controle as feridas ainda 

exibiam áreas hipirêmicas intercaladas com formação de crosta úmida (Figura 4C).  

Já ao 14º dia pós-operatório observou-se retração maior da ferida tratada 

quando comparada à ferida do grupo controle, além da persistência da hiperemia no 

grupo controle em relação ao grupo teste (Figura 4D). 

Após 21 dias de pós-operatório a ferida tratada apresentou-se quase 

completamente cicatrizada, ao contrário do grupo controle no qual a cicatriz ainda 

era evidente (Figura 4E). 
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Figura 4. Aspecto macroscópico da cicatrização das feridas cutâneas cirúrgicas. Lesão 
esquerda: grupo tratado; lesão direita: grupo controle.  (A) Primeiro dia após a cirurgia. Ambas 
as feridas cirúrgicas exibem bordas cruentas. (B) Terceiro dia após a cirurgia. Observam-se 
bordas mais coaptados no grupo tratado. (C) Sétimo dia após a cirurgia. Destaca-se a crosta 
mais imatura na ferida não tratada. (D) Décimo quarto dia após a cirurgia. Observa-se maior 
retração da ferida no grupo tratado. (E) Vigésimo primeiro dia após a cirurgia. A linha cicatricial 
é evidente no grupo controle enquanto há cicatrização quase total do grupo tratado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DESCRITIVA E HISTOMORFOMETRIA 

O número de vasos neoformados no grupo controle e tratado foi 

semelhante nos estágios iniciais de cicatrização. No entanto, ao 3º dia de pós-

operatório os vasos do grupo tratado eram mais maduros quando comparados ao 

grupo controle (Figura 5C). Ao sétimo dia de pós-operatório a angiogênese foi mais 

evidente no grupo tratado em relação ao grupo controle, apresentando um maior 

número de vasos neoformados (Figura 5D). Após 14 dias da cirurgia a formação 

vascular se mostrava muito mais evidente no grupo tratado. 
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Figura 5. Corte histológico de amostra cutânea de ratos Wistar. (A) Infiltrado inflamatório com 
predomínio de neutrófilos (setas azuis), intensa angiogênese (asterisco) e formação fibrinosa 
(cabeça de seta). Grupo controle. Terceiro dia pós-operatório. (B) Observa-se angiogênese (X) 
e fibras colágenas (setas). Grupo controle. Sétimo dia pós-operatório. (C) Infiltrado inflamatório 
com predomínio de linfócitos (setas), angiogênese (asterisco) e formação fibrinosa (cabeça de 
seta). Grupo tratado. Terceiro dia pós-operatório. (D) Observam-se vasos neoformados mais 
maduros em relação às amostras não tratadas (X) e fibras colágenas mais densas (setas). 
Grupo tratado. Sétimo dia pós-operatório.  Coloração por hematoxilina e eosina. Aumento 
original de 400x. 
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Gráfico 1. Quantidade de secções vasculares por campo microscópico. Foi observada diferença 
estatisticamente significativa (p < 0,05) no 14º dia de pós-operatório. Resultados expressos em média 
aritmética. 

Foi evidente a prevalência da formação de novos vasos sanguíneos no 

grupo tratado quando comparado ao grupo controle, sendo esta diferença 

minimizada ao 21º dia de pós-operatório (Gráfico 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O processo de cicatrização das feridas cutâneas foi melhor no grupo 

tratado quando comparado ao grupo controle em todos os tempos de pós-operatório, 

exceto ao 1º dia, no qual a cicatrização em ambos os grupos apresentava aspectos 

semelhantes e consistentes com a fase inicial da cicatrização fisiológica. 

Foi possível observar que não houve diferença significativa na contagem 

de leucócitos entre os grupos, tratado e controle em nenhum tempo de cicatrização 

(Gráfico 2). 
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Gráfico 2. Quantidade de leucócitos por campo microscópico. Não foi observada diferença 
estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos. Resultados expressos em média aritmética. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No dia 3 de pós-operatório foi observada uma maior cobertura superficial 

pelo coágulo no grupo tratado em relação ao grupo controle, além da maior 

presença do infiltrado inflamatório no grupo tratado (Figura 6D). 

Ao 7º dia de pós-operatório as bordas epiteliais e as camadas dérmicas 

do grupo tratado se mostravam mais estáveis enquanto, no grupo controle as feridas 

ainda eram preenchidas por tecido cicatricial imaturo. O tecido de granulação das 

dermes papilar e reticular estava denso e mais maduro no grupo tratado, não 

havendo diferença no grau de reepitelização entre os grupos, tratado e controle. 

(Figura 6B e 6F, respectivamente). 

O tecido subcutâneo do grupo controle ao 14º dia apresentou maior 

desorganização do plano muscular. Foi possível observar reepitelização e formação 

de queratina em ambos os grupos, porém a organização da arquitetura celular era 

maior no grupo tratado, além de evidente maior maturação da camada subepitelial 
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Figura 6. Corte histológico de amostra cutânea de ratos Wistar. (A) Observa-se menor cobertura 
superficial de coágulo. Grupo controle. Terceiro dia pós-operatório (B) Observa-se reepitelização. 
Grupo controle. Sétimo dia pós-operatório. (C) Nota-se menor fechamento da ferida. Grupo 
controle. Sétimo dia pós-operatório (D) Observa-se formação de camada muscular. Grupo 
controle. Vigésimo primeiro dia pós-operatório. (E) Nota-se maior cobertura superficial de coágulo. 
Grupo tratado. Terceiro dia pós-operatório. (F) Observam-se bordas epiteliais e camadas da derme 
mais estáveis. Grupo tratado. Sétimo dia pós-operatório. (G) Destaca-se maior fechamento da 
ferida. Grupo tratado. Décimo quarto dia pós-operatório. (H) Destaca-se formação de anexos 
epidérmicos na área cicatricial e camada muscular mais organizada e madura. Grupo tratado. 
Vigésimo primeiro dia pós-operatório. Coloração por hematoxilina e eosina. Aumento original de 
100x. 

no grupo tratado quando comparado ao grupo controle (Figuras 6C e 6G, 

respectivamente).  

Após 21 dias de pós-operatório, ambos os grupos apresentavam 

reepitelização e formação da camada de queratina semelhantes, porém no grupo 

tratado foi possível notar a formação de anexos epidérmicos, ao contrário do grupo 

controle. Ainda observaram-se fibras musculares evidentes e organizadas no grupo 

tratado quando comparado ao grupo controle (Figuras 6H e 6D, respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise automática da deposição de colágeno na matriz extracelular foi 

semelhante em ambos os grupos nos dias 3 e 7, quando gradualmente, as amostras 

provenientes do grupo teste exibiram aumento dos feixes de colágeno. Este 
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Figura 7. Imagem de corte histológico corado em HE. Destaca-se a formação de colágeno na 
área cicatricial. Aumento original de 400x. 

aumento foi visivelmente expressivo entre os dias 7 e 14. A partir deste dia, 

observou-se discreto aumento no grupo teste (do dia 14 para o dia 21) e pequena 

redução no grupo controle (no mesmo intervalo de tempo) (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A área de deposição de feixes de colágeno, em µm2, encontra-se 

representadas no gráfico 3. 
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Gráfico 4. Área de colágeno por µm2. Foi observada diferença estatisticamente significativa 
entre os grupos nos dias 14 e 21 pós-operatório (p < 0,05). Resultados expressos em média 
aritmética. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.3 ANÁLISE IMUNOISTOQUÍMICA 

Ao 7º dia, 20% das células inflamatórias estavam marcadas positivamente 

para iNOS no grupo controle e, no grupo tratado, 70% destas células estavam 

marcadas positivamente pela expressão de iNOS. Já ao 14º dia, a marcação para 

iNOS foi de 20 e 80% para os grupos controle e tratado, respectivamente (Figura 8). 
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Figura 8. Expressão positiva de iNOS (seta preta) e células inflamatórias não marcadas 
positivamente para iNOS (seta azul). (A) Grupo controle. Sétimo dia pós-operatório. (B) Grupo 
controle. Décimo quarto dia pós-operatório. (C) Grupo tratado. Sétimo dia pós-operatório. (D) 
Grupo tratado. Décimo quarto dia pós-operatório. Aumento original de 400x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Observou-se através da análise imunoistoquímica maior expressão de 

iNOS no grupo tratado quando comparado ao grupo controle, sendo essa diferença 

significativa nos dias 3, 7, 14 (Gráfico 4). 
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Gráfico 5. Quantidade de células que expressaram positivamente iNOS por µm2. Foi 
observada diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) ao terceiro, sétimo e décimo 
quarto dias de pós-operatório. Resultados expressos em média aritmética. 
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No dia 7, 60% das células inflamatórias estavam marcadas positivamente 

para TGF-2 no grupo controle, enquanto 80% destas células eram marcadas 

positivamente no grupo tratado. Já no dia 14, 80% das células estavam marcadas 

positivamente para TGF-2 no grupo controle e 90% no grupo tratado (Figura 9). 
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Figura 10. Expressão positiva de TGF-2 (seta preta) e células inflamatórias não marcadas 

positivamente para TGF-2 (seta azul). (A) Grupo controle. Sétimo dia pós-operatório. (B) 
Grupo controle. Décimo quarto dia pós-operatório. (C) Grupo tratado. Sétimo dia pós-
operatório. (D) Grupo tratado. Décimo quarto dia pós-operatório. Aumento original de 400x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise imunoistoquímica para TGF-2 não mostrou diferença 

significativa entre os grupo tratado e controle em nenhum tempo de pós-cirúrgico 

(Gráfico 5). 
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Gráfico 6. Quantidade de células que expressaram positivamente TGF-2 por campo microcópico. 

Não foi observada diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos. Resultados 
expressos em média aritmética. 
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Foi realizada ainda a análise imunoistoquímica para detecção de TNF- 

(Figura 10). 
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Figura 11. Imagem representativa de corte histológico marcando a expressão positiva (seta 

preta) para TNF- e células inflamatórias não marcadas positivamente para TNF- (seta azul) 
através do processo de imunoistoquímica. Aumento original de 400x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise imunoistoquímica revelou diferença estatisticamente 

significativa na expressão de TNF- (p = 0,022) do dia 3 para os dias 7 e 14 (p = 

0,06 e p = 0,043, respectivamente), entretanto, os dias 7 e 14 não se diferenciam 

entre si (p > 0,05). Não foi encontrada diferença estatisticamente significativa entre 

os grupos nos períodos de tempo analisados, apesar de ser observada modulação 

da expressão desta citocina no grupo tratado a partir do dia 7 e mais evidente no dia 

14 (Gráfico 6). 
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Gráfico 7. Número de células que expressaram positivamente TNF- por campo microscópico. 
Não foi observada diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) quando comparados os 
intervalos de tempo entre os grupos. Resultados expressos em média aritmética. 
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7 DISCUSSÃO 

A EMD gel, através de vários estudos, se mostrou eficiente na 

cicatrização de tecidos moles (AL-HEZAIMI et al., 2012; MIRASTSCHIJSKI et al., 

2004). No presente estudo, foi avaliada a efetividade da EMD gel na cicatrização de 

feridas cutâneas cirúrgicas em ratos Wistar nos dias 1, 3, 7, 14 e 21 de pós-cirúrgico, 

Foram observadas as camadas epitelial, derme papilar, dermes reticulares I e II e 

tecido subcutâneo, incluindo o plano muscular. Ratificando resultados de estudos 

anteriores, foi observado que a EMD gel acelera a cicatrização de tecidos moles 

(MIRASTSCHIJSKI et al., 2004). Notou-se que a EMD gel aumentou a quantidade 

de tecido de granulação além de acelerar a completa reepitelização de formação de 

anexos epidérmicos.  

Os resultados do presente estudo demonstraram que no período próximo 

ao dia 7 até o dia 14 houve significativa deposição de colágeno em ambos os 

grupos, porém destacadamente mais intensa no grupo tratado. Entre os dias 7 e 14 

houve estabilização da quantidade depositada, sugerindo que, após alta atividade de 

síntese, a matriz extracelular entrou em sua fase de remodelamento. Observa-se 

que a deposição de colágeno independe dos níveis de TGF-2 nas amostras 

estudadas, sugerindo que a EMD gel estimula a síntese da matriz extracelular por 

outra via. 

Fibroblastos migram para iniciar a fase proliferativa da cicatrização e 

depositam uma nova matriz extracelular. A nova matriz de colágeno então se 

organiza na fase final da remodelação (DIEGELMANN; EVANS, 2004). Nos 

primeiros dias de pós-operatório não foi observada diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos, entretanto existiu diferença estatística em função do 

tempo dentro do mesmo grupo, durante todo o período pós-operatório. O colágeno 

tipo I predomina na matriz extracelular de humanos além de predominar também no 

periodonto (SCHROEDER, 1986). 

Mirastschijski et al. (2004) avaliaram o tempo de cicatrização em feridas 

circulares com 2 cm de diâmetro e espessura total na pele de coelhos e observaram 

que a cicatrização ocorreu duas vezes mais rápida no grupo tratado com EMD gel 

quando comparada ao grupo controle. Os pesquisadores ainda notaram maior 

formação e resistência do tecido de granulação no grupo tratado, assim como menor 
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formação de cicatriz, mais rápido fechamento da ferida com cobertura epitelial e 

maior maturidade da arquitetura do tecido cicatricial no grupo tratado quando 

comparado ao grupo controle, mostrando uma cicatrização avançada no primeiro 

grupo (MIRASTSCHIJSKI et al., 2004). Na pesquisa de Mirastschijski et al. (2004) a 

análise histopatológica ocorreu apenas ao 28º dia de pós-operatório, enquanto no 

presente estudo esta avaliação aconteceu ao 1º, 3º, 7º, 14º e 21º dias de pós-

operatório. Além disso, nesta pesquisa a EMD gel foi aplicada tanto entre as bordas 

da ferida quanto topicamente, após a sutura.  

A absorção tanto pela hidroxiapatita e colágeno, quanto pela raiz exposta 

da EMD gel no tratamento periodontal forma um complexo esférico que permanece 

detectável no sítio tratado por até 4 semanas após a aplicação (HAMAMOTO et al., 

2002; SCULEAN et al., 2002). Porém, não se sabe por quanto tempo as proteínas 

da EMD gel permanecem dentro da ferida cutânea, sendo que a aproximação dos 

bordos da ferida e sutura podem ter atuado como fator de proteção para sua ação 

prolongada nas camadas mais profundas do tecido. 

Em outros estudos, observou-se que a aplicação tópica da EMD gel 

acelerou a cicatrização de tecidos, além de reduzir o desconforto do pós-operatório 

(LYNGSTADAAS et al., 2009; WENNSTRÖM; LINDHE, 2002). De acordo com 

Weinberg et al. (2010), a EMD gel induz a proliferação de células fibroblásticas e 

aumenta o recrutamento de células mesenquimais, porém tem efeito citostático para 

células epiteliais, ao contrário dos resultados do presente estudo que mostrou a 

cicatrização acelerada em tecido cutâneo tratado com EMD gel. 

Sabe-se que a EMD gel aumenta a angiogênese, formação de tecido de 

granulação e proliferação de fibroblastos através de VEGF, PDGF, IL-6 e MMP-2 

(LYNGSTADAAS et al., 2009; MIRASTSCHIJSKI et al., 2004; SUZUKI et al., 2005). 

Além disso, promove maior propagação e proliferação de células epiteliais 

acarretando na cicatrização mais rápida (AL-HEZAIMI et al., 2012; 

MIRASTSCHIJSKI et al., 2004). Tal afirmação foi ratificada no presente estudo no 

qual, a partir do dia 7 observou-se maior fechamento da ferida no grupo tratado 

quando comparado ao grupo controle. Ao avaliar todos os períodos de pós-

operatório tanto no grupo tratado quanto no controle, foi possível notar que todas as 

camadas da pele apresentaram maturidade e organização da sua estrutura, mais 

precoce no grupo tratado. 
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A EMD gel auxilia na cicatrização devido ao seu efeito antibacteriano 

(ARWEILER et al., 2002; NEWMAN et al., 2003; SCULEAN et al., 2001; VOWDEN et 

al., 2006). Parkar e Tonetti (2004) relataram o efeito anti-inflamatório da EMD gel a 

partir da diminuição de genes inflamatórios enquanto genes relacionados a 

moléculas que promovem o reparo e o crescimento aumentam. No presente estudo 

não foi encontrada diferença significativa na expressão de TGF-2 entre os grupos 

tratado e controle. 

A EMD gel desencadeia a expressão de vários fatores envolvidos no 

processo de cicatrização, crescimento e regeneração por células mesenquimais 

(LYNGSTADAAS et al., 2009; RESELAND et al., 2006). 

Para uma boa cicatrização é preciso a formação de tecido de granulação, 

o qual depende da angiogênese que se mostra de grande importância para tal 

processo. VEGF é um fator de crescimento diretamente relacionado à neo-

angiogênese e à modulação do recrutamento e atividade dos osteoblastos e 

osteoclastos. Além disso, estimula osteoblastos através da modulação de outros 

fatores osteoindutores como TGF-1, fator de crescimento semelhante à insulina 1 

(IGF-1) e fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2) (CARANO; FILVAROFF, 

2003). Foi observado, imunoistoquimicamente, que a expressão de VEGF e a 

densidade dos vasos aumentou significativamente nas bolsas periodontais tratadas 

com EMD gel após 48 horas da sua aplicação (ASPRIELLO et al., 2011). Os 

resultados histológicos do presente estudo mostraram que o sítio tratado com EMD 

gel teve um incremento da angiogênese, principalmente no dia 14 de pós-operatório.  

TGF-2 é uma citocina pleiotrópica que estimula a regulação da função 

vascular, hemostasia, facilita a migração de queratinócitos da ferida e, além de uma 

reepitelização bem sucedida, estimula os fibroblastos a depositarem novas proteínas 

da matriz extracelular que suportam o crescimento celular e de vasos na 

angiogênese (NOKHBEHSAIM et al., 2012). O presente estudo mostrou maior 

número de células marcadas positivamente para TGF-2 no grupo tratado, porém a 

diferença entre este grupo e o grupo controle não foi estatisticamente significativa.  

O iNOS apresenta um importante papel no reparo tecidual participando da 

angiogênese, proliferação celular, deposição de matriz e remodelação, sendo 

sugerido como um dos fatores relacionados à cicatrização da pele e do músculo 

(FILIPPIN et al., 2011; PAULSEN; WURSTER; NANNEY, 1998). Al-Hezaimi et al. 
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(2012) avaliaram os efeitos da EMD gel em feridas cutâneas no dorso de 

porquinhos-da-índia ao 5º, 20° e 35º dias de pós-operatório. A avaliação histológica 

dos pesquisadores revelou um maior fechamento da ferida nos sítios tratados com 

EMD gel, além de maior formação e organização de tecido conectivo e plano 

muscular, sugerindo que a modulação dos níveis de iNOS poderiam ter promovido a 

cicatrização. 

Até este momento, o presente estudo foi o único que avaliou 

imunoistoquimicamente os níveis de iNOS no tratamento de feridas cutâneas com 

EMD gel, sugerindo que o aumento dos níveis de iNOS auxiliam na redução do 

tempo de cicatrização destas feridas. 

TNF- é uma citocina pró-inflamatória que induz a apoptose de 

osteoblastos e também reduz a produção de colágeno tipo I (CHUA et al., 2002). A 

EMD gel demonstra propriedades anti-inflamatórias e, no sangue, a liberação de 

TNF- é reduzida pela presença de EMD gel (MYHRE et al., 2006). No presente 

estudo, a expressão de TNF- foi avaliada in situ. Foi avaliado o número de células 

que expressaram TNF- em todos os períodos de pós-operatório. Notamos que, 

apesar da redução da expressão de TNF- no grupo tratado em relação ao grupo 

controle, a diferença não foi estatisticamente significativa entre os grupos em 

nenhum período de cicatrização. Porém a diferença foi significativa entre os tempos 

de pós-operatório em ambos os grupos.  

Dentre os mediadores inflamatórios periodontais, o TNF- é a citocina 

onipresente, conhecida por sua ação pró-apoptótica em vários tipos celulares, 

incluindo fibroblastos (REID; LOUIE; HELLER, 1994; WAJANT; PFIZENMAIER; 

SCHEURICH, 2003; WALLACH et al., 1997). Além do efeito mitogênico da EMD gel 

em fibroblastos gengivais (ZELDICH et al., 2007b), observou-se que a EMD gel 

previne a morte celular em resposta a mediadores inflamatórios (ZELDICH et al., 

2007a). A prevenção da sinalização do TNF- pode minimizar os efeitos prejudiciais 

da inflamação gengival e promover a cicatrização (GRAVES; COCHRAN, 2003).  

No presente estudo, o tratamento com a EMD gel foi eficaz no controle 

dos níveis de TNF- in situ a partir do dia 7 até o dia 14, e, apesar de ser observada 

maior expressão desta citocina no grupo não tratado, não foram observadas 

diferenças significativas de tempo analisados. 
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Al-Hezaimi et al. (2012) observaram ainda uma relação da aplicação da 

EMD gel com a maturidade e organização do plano muscular. O presente estudo 

mostra esta estabilidade do plano muscular encontrada no grupo tratado. Ao 14º dia 

de cicatrização foi possível notar no grupo tratado uma maior maturidade e 

organização do plano muscular no grupo tratado quando comparado ao grupo 

controle. A diferença entre os dois grupos se mostra ainda mais evidente ao 21º dia 

de cicatrização. Dessa forma, observa-se que nas amostras do presente estudo a 

EMD gel atuou positivamente na cicatrização não apenas da pele, mas também do 

plano muscular, induzindo a sua regeneração. Sugere-se então, a partir da presente 

pesquisa, que a EMD gel induz a síntese de fatores envolvidos na formação de 

fibras musculares, incluindo o iNOS, abrindo portas para novos estudos que possam 

pesquisar esta atuação. 
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8 CONCLUSÃO 

A EMD gel melhorou e acelerou a cicatrização de feridas cutâneas nas 

amostras do presente estudo, inicialmente potencializando a angiogênese e a 

deposição de colágeno, modulando a produção de NO via iNOS em fase mais tardia 

do reparo. 
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