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RESUMDO

Objetivo: avaliar a eficacia de trés marcadores imunoistoquimicos envolvidos no processo de cicatrizacao de ferida cirtrgica. Métodos:
estudo experimental em 40 ratos da raca Wistar, dos marcadores metaloproteinases e metaloproteinase da matriz 9 (MMP-9), fator de
transformacédo do crescimento beta (TGF-B) e miofibroblasto e alfa actina de musculo liso (a-AML), estudados a partir de fragmentos
de cicatriz cirlrgica de incisdo abdominal envolvendo pele, aponeurose e peritdnio. Os animais foram distribuidos em quatro subgrupos
de dez de acordo com o dia da morte, programada em trés, sete, 14 e 21 dias. Resultados: na expressao da MMP-9 ocorreu aumento
progressivo de sua concentragao, mais evidente do 7° ao 14° dias variando a imuno-expressao tecidual entre 2,65% e 11,50%.TGF- B
mostrou expressao em nivel alto no 3° dia, caiu no 7°, voltando a subir no 14°, com pequena queda no 21° dia variando a imuno-ex-
pressao tecidual entre 0,03% e 2,92%. A a-AML apresentou niveis com pouca variacao e discreto aumento variando a imuno-expressao
tecidual entre 0,88% e 3,23%. Conclusao: a MMP-9 se apresentou como melhor marcador, seguido pela TGF-B. J4 0 a-AML néo se
mostrou um bom sinalizador da evolugdo da reparagao tissular.

Descritores: Cicatrizacdo. Cirurgia Geral. Imuno-Histoquimica. Fatores de Crescimento de Fibroblastos.

INTRODUCAO

O aprimoramento das investigagdes no processo
de cicatrizacao tecidual tem levado a novos rumos. Um
deles é interpreta-lo através da imunologia que investiga
as reacoes tissulares e biogquimicas intrinsecas na repara-
¢ao da agressao tissular. Contudo, ainda sao poucos 0s
estudos que usam marcadores imunoistoquimicos para
esta finalidade, abrindo-se assim caminho proficuo para
o desenvolvimento da pesquisa cirdrgica. Dos marcadores
reconhecidos com esse potencial destacam-se trés: meta-
loproteinases e metaloproteinase da matriz 9 (MMP-9),
fator de transformacado do crescimento beta (TGF-B) e
miofibroblasto e alfa actina de musculo liso (a-AML)™.

As metaloproteinases (MMPs) formam uma fami-
lia de endopeptidases Zn?* dependente, que promovem a
degradacdo da matriz extracelular, podendo também ser
chamadas de matrixinas. Todos os membros dessa fami-
lia sdo secretados como pro-enzimas liberadas por neu-
trofilos, mondcitos, macréfagos e fibroblastos. Também
podem ser secretadas pelas células tumorais em resposta
a varios estimulos®. O primeiro relato sobre as metalopro-
teinases foi publicado em 1962 por Gross e Lapiére® que

encontraram uma enzima ativa em cultura de pele que
degradava colageno tipo I.

O fator de transformacédo do crescimento beta
(TGF-B) e seu papel na cicatrizacdo é tema mais recente.
Desmouliére et al.’, em 1993, demonstraram que o TGF-
-B apresenta importante papel na diferenciacdo miofibro-
blastica durante os fendmenos fibrocontrativos e cicatri-
ciais, por regular a expressdo de a-AML nestas células.
Por sua vez, o TGF-B1 é regulador multifuncional do cres-
cimento e diferenciacdo celular durante desenvolvimento
e reparacao, influenciando a sintese de componentes da
matriz extracelular, como colagenos, fibronectina, lami-
nina e glicosaminoglicanas’. Além disso, é importante
modulador da sintese de receptores de membrana, as
integrinas, aumentando assim a interacdo célula-célula e
célula-matriz. O TGF-B1 é provavelmente o fator de cres-
cimento mais importante na inducdo da a-AML'&1°,

J& o miofibroblasto e de musculo liso (a-AML),
durante muitos anos, caracterizavam-se por células fi-
broblasticas localizadas somente nos tecidos de granu-
lacdo que exibiam importante aparato microfilamentoso
citoplasmatico. Atualmente, sabe-se que estas células
também se encontram em tecidos normais especializa-

1 - Faculdade Evangélica do Parana, Hospital Universitario Evangélico de Curitiba, Instituto de Pesquisas Médicas, Programa de Pés-Graduacao em

Principios da Cirurgia, Curitiba, PR, Brasil.
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dos, onde possuem funcdo constitutiva e mecanica, bem
como, estao presentes em diversas condi¢bes patoldgi-
cas>". Eles tem papel fundamental no fenémeno de re-
tracdo da ferida, e na sintese e secrecdo de proteinas da
matriz extracelular®®. Os principais microfilamentos que
compdem o citoplasma da célula miofibroblastica contém
actina e/ou desmina e proteinas associadas as células de
musculo liso, sendo principalmente caracterizada pela
presenca da isoforma a-actina de musculo liso, tipica-
mente localizada nas células musculares lisas da parede
de vasos sanguineos.

O objetivo da pesquisa foi avaliar a eficacia de
trés marcadores imunoistoquimicos envolvidos no pro-
cesso de cicatrizacdo da ferida operatéria.

METODOS

Este estudo foi realizado no Instituto de Pesquisas
Médicas do Programa de Pés-Graduagao em Principios da
Cirurgia da Faculdade Evangélica do Parana, Curitiba, PR,
Brasil e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Sociedade Evangélica Beneficente de Curitiba.

Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvergicus al-
binus, Rodentia mammalia) da linhagem Wistar, machos,
adultos com trés meses de idade e peso variando de 250-
300 g. Eles foram subdivididos em quatro subgrupos de
dez com morte programada em trés, sete, 14 e 21 dias.
Os animais permaneceram em condicoes claro/escuro por
12 h com temperatura estavel. Foram acondicionados em
gaiolas, e nutridos com racdo propria para a espécie e
agua ad libitum. Para o procedimento operatério ficaram
em jejum pré-operatério de 12h. A anestesia foi feita com
ketamina 10% e cloridrato de xilazina 2%. Apds aneste-
siado e fixado pelas extremidades, foi realizada tricotomia
da parede abdominal ventral e antissepsia local com iodo
polipovidona a 10%. O procedimento cirdrgico iniciou-se
pela incisdo cutanea abdominal igualmente feita em to-
dos os 40 animais para exposicao da linha alba em 7cm.
Em seguida foi incisada a aponeurose até o peritdnio em
6cm. O fechamento da aponeurose e do peritonio foi rea-
lizado com sutura de polipropileno continua e a pele com
mononailon, ambos 5-0.

Os animais foram repostos nas mesmas condi-
¢Oes de alojamento do pré-operatério e anotados a data
do procedimento e o cronograma da morte programada

em cada subgrupo de dez. Usou-se para analgesia pos-
-operatéria paracetamol 200mg/ml via oral na dose de
40 gotas para cada 50ml de agua durante 48h. Todos
tiveram avaliacao da ferida diariamente. Obedecendo o
cronograma de avaliacdo foram mortos por injecao intra-
peritoneal de anestésicos no dobro da dose usada para a
anestesia. Confirmada a morte, foi analisada a parede ab-
dominal para verificar eventuais complicacbes como he-
matoma, infeccdo, deiscéncia de sutura e aderéncias'*'3,
A seguir, fez-se incisdo da pele e subcutaneo no sentido
cranio caudal, com seccao da totalidade da parede ven-
tral em 8x6 cm, interessando toda incisdo. A avaliacdo
macroscopica considerou a ocorréncia de complicacoes
como presentes ou ausentes.

AVALIAGCAO PELOS MARCADORES
IMUNOISTOQUIMICOS

Preparo para analise imunoistoquimica

Usou-se a técnica padronizada de micro arranjo
tecidual (Tissue Micro Array - TMA) no ponto médio da
cicatriz, padrao em todos os animais, e realizado bloco
doador parafinado. As amostras para analise foram reti-
radas com instrumento cortante (punch) resultando em
cilindros de tecido de 4mm de didmetro com toda a es-
pessura da parede abdominal.

Os cilindros foram introduzidos em bloco recep-
tor e cada amostra foi marcada em planilha da forma de
eixos X e Y conseguindo-se um bloco receptor com dez
amostras independentes que sofreram preparo histologi-
co sequencial numerados em laminas com adesivo para
multiplas reacbes. Cada bloco receptor continha um sub-
grupo com dez amostras correspondentes a morte pro-
gramada em trés, sete, 14 e 21 dias.

Preparo para coloracdo imunoistoquimica

Os blocos de parafina foram cortados em microé-
tomo com espessura de 3um e distendidos em laminas
histoldgicas previamente preparadas com Organosilano
(Sigma-Aldrich A3648) com o intuito de promover maior
aderéncia dos cortes as laminas, evitando a perda do ma-
terial durante o procedimento imunoistoquimico. As la-
minas foram estocadas em estufa com temperatura entre
55 e 58°C por 24h, e transferidas para cubas de vidro
vertical para iniciar o processo.
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A desparafinizacao foi realizada com dois banhos
em xilol de 30min cada em temperatura ambiente e re-
alizado com passagens em alcool 95°, em &lcool abso-
luto (trés vezes de trés min), alcool 95° e alcool 85°. O
blogueio da peroxidase enddégena (blogueio dos radicais
livres provenientes do fixador) foi realizado com solucdo
de perodxido de hidrogénio e metanol 5% (para diluir o
peroxido em metanol) e lavado com &gua destilada.

A recuperacao antigénica pelo calor foi feita
como objetivo de permitir a liberacdo dos epitopos an-
tigénicos do tecido. As laminas foram mergulhadas no
recuperador ImunoRetriver (Dako®) a cuba de banho-
-maria a 99° C por 40min, deixado esfriar a temperatura
ambiente. Realizou-se lavagem em agua destilada iden-
tificando-se lamina por lamina com caneta hidrofébica
Dako pen (Dako®). Delimitou-se a drea do corte antes de
pingar as aliquotas de anticorpos e deixou-se em tampao
TBS tris pH 7.3, para evitar que o corte secasse.

Na sequéncia, pingou-se as aliquotas de anti-
corpos primarios monoclonais MMP-9, TGF-B e a-AML e
levou-se para camara Umida por 18 h a 4°C (overnight).
Foram lavadas as laminas em tampéao TBS tris pH 7.3 e
deixado por 15 min. Novamente lavado em tampéo, e
guando seco pingou-se Advance link (Dako®) e aguar-
dou-se por 30 min. Nova lavagem em tampao e pingou-
-se Advanceenzyme (Dako®), ligante secundario (marca-
dor) e deixado por 30min.

As laminas foram lavadas em tampéao. Apos con-
sideradas secas, foi adicionado o cromégeno DAB (1:1),
marcador, até a visualizacdo da cor castanha e lavou-se
rapido em agua destilada. A seguir, foram contra-coradas
com hematoxilina de Harris por 5min, para fundo de ima-
gem; lavadas em agua de torneira e aguardados 5min;
desidratadas com dlcool etilico absoluto (3x1 min); dia-
fanizadas com xilol (3 x 5min); e realizada a montagem.

Leitura das laminas

As laminas imunomarcadas foram submetidas a
leitura, através de microscépio optico Olympus® BX50
(Téquio, Japao), acoplado a camera de video Dinoeye e
a computador com software de andlise de imagem /ma-
ge Pro Plus™ (Maryland, USA). Foram capturadas quatro
imagens em Campo de Grande Aumento (CGA=400x),
com area total de 115226, Tum?e resolucao de 1024x768
pixels. O controle positivo da reacdo foi digitalizado e uma

imagem em CGA foi escolhida como mascara, contendo
a positividade adequada para o biomarcador escolhido.
A mascara foi entdo sobreposta as imagens digitais dos
casos. Baseado na imunopositividade ideal da mascara, o
software encontrou as areas imunopositivas nas amostras
do estudo transformando este dado em 4rea imunopo-
sitiva por micrémetro quadrado (um?). A adrea em pum?
gerada por este método foi entdo dividida pela constante
115.226,1um? que é a area total do campo avaliado, ge-
rando porcentagem de area imunopositiva por CGA. A
porcentagem média em quatro CGA foi calculada para
cada caso.

Andlise estatistica

As varidveis quantitativas foram descritas através
das estatisticas de média e desvio-padréo. Para compa-
racdo dos momentos dois a dois, foi considerado o teste
t de Student para amostras independentes, consideran-
do-se o modelo de andlise de variancia com fonte de
variacdo para estimar a variancia dentro dos momentos
de avaliacdo. Para manutencdo do nivel de significancia
global foi considerado o procedimento de Bonferroni. No
caso de rejeicdo da hipdtese de normalidade foi inves-
tigada transformacdo nos dados que permitisse atender
a referida condicao. Para a comparacdo dos momentos
de avaliacdo, dentro de cada subgrupo, em relacdo a
classificacdo de hematoma, deiscéncia e aderéncia, foi
considerado o teste de qui-quadrado. Para a comparagao
dos grupos em cada momento de avaliacdo, em relacao
a classificacdo de aderéncia, foi usado o teste exato de
Fisher. Para a analise da variancia do tipo de colageno e
sua concentracao foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Valores de p menores do que 0,05 indi-
caram significancia estatistica. Os dados foram analisados
com o programa computacional IBM SPSS Statistics v.20.

RESULTADOS

Avaliacao macroscépica

Nenhum animal morreu do procedimento como
também nao ocorreu infeccao e deiscéncia de sutura. Um
animal do subgrupo de trés dias apresentou hematoma,
sem significancia estatistica (p=1). Em relacdo as aderén-
cias, utilizou-se os parametros de Gongalves et al.'?, que
as classifica quanto a sua intensidade (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacdo das aderéncias abdominais’.

Intensidade Parametros
0 Auséncia completa de aderéncias
1 Aderéncia do omento maior a ferida
cirurgica
) Aderéncias do omento maior e do
intestino delgado a ferida cirurgica
3 Aderéncias multiplas intracavitarias

Foram observadas somente as aderéncias de in-
tensidade 1 (Tabela 2).

ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Metaloproteinase da Matriz 9 (MMP-9)

Na expressdo da MMP-9, no acompanhamento
evolutivo, ocorreu aumento progressivo de sua concen-
tracdo, mais evidente do sétimo ao 14° dia, com menor
progressao até o 21°, com significancia estatistica ao 3°,
7° e 21° dia (Tabela 3).

A expressao de MMP-9 foi observada em todos
0s casos das amostras variando a sua imunoexpressao te-
cidual entre 2,65% e 11,50% (Figura 1).

Fator de transformacao crescimento beta (TGF- B)

Em relacdo ao TGF- B, sua expressdo mostrou ni-
vel alto ao 3° dia, caiu no 7°, voltando a subir no 14°, com
pequena queda no 21° dia com significancia estatistica
aos 14° e 21° dia (Tabela 4).

A expressao de TGF- B foi observada em todos
0s casos variando a sua imunoexpressao tecidual entre
0,03% e 2,92% (Figura 2).

Alfa-actina do musculo liso (a-AML)
Como resultado, a expressao de a-AML apresen-
tou niveis pouco variaveis na série com discreto aumento

Tabela 2. Resultados das aderéncias classificadas em tipo e momento.

Figura 1. Fotomicrografia imunocorada com MMP-9 (200x):caso com
2,65% de drea de imunoexpressao tecidual média — subgru-
po 3 dias.

do 3° para o 7° dia; discreto decréscimo do 7° ao 14° dia;
e ligeiro aumento até o 21° dia; com significancia estatis-
tica ao 14° dia (Tabela 5).

A expressao de a-AML foi observada em todos
os casos (Figura 3) variando a sua imunoexpressao teci-
dual entre 0,88 % e 3,23 %.

DISCUSSAO

A pesquisa com imunomarcadores na cicatriza-
¢ao tem universo muito grande e polimorfo. Muitos anos
serdo necessarios para definir os mais variados processos
de reparacao tecidual, frente as mais diversas agressoes
gue podem ou nao estar associadas a processos infeccio-
sos, que naturalmente alteram a reacdo normal. A ampli-
tude da pesquisa na cicatrizacdo cirdrgica pode ser esti-
mada pelas inUmeras formas imunoldgicas de reacao so-
mente interpretando os trés marcadores aqui estudados.

A familia das MMPs inclui cerca de 25 proteinas
que podem ser divididas em: colagenases (MMP-1,8 e 13),

Aderéncia 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Grau O 9 9 10
Grau 1 1 1 0
Grau 2
Grau 3
Total 10 10 10
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Tabela 3. Média, desvio-padrado e analise estatistica em micrémetros quadrados por CGA (MMP-9).

Subgrupos

14 dias 21 dias

3 dias 7 dias
Micrometro 4739,95+1676,9  6.633,82+1.867,31
Valor de p <0,001* < 0,001*

10.560,1+1.653,4 11.533,89+1.161,7

0,099 0,001*

*Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05.

gelatinases (MMP-2 e 9), estromelisinas (MMP-3, 7 e 10),
matrilisinas (MMP-7 e 26), MMPs tipo membrana (MMP-
14,15, 16, 17 e 24) e outras MMPs, que sao classificadas
pela especificidade ao substrato e, principalmente, de acor-
do a sua estrutura®. A participacao das MMPs em diversos
eventos biolégicos deve-se ao fato de que elas podem in-
fluenciar potencialmente o comportamento celular através
de algumas acdes, como clivagem de proteinas que fazem
a adesao célula—célula, liberacdo de moléculas bioativas na
superficie celular ou por clivagem de moléculas presentes
na superficie celular, as quais transmitem sinais no ambien-
te extracelular. Diversos processos biolégicos ocorrem com
a participacao das metaloproteinases como determinacao
da arquitetura da matriz extracelular'4, desenvolvimento
embrionario’™, implantacdo do blastocisto, morfogénese
dos 6rgaos, desenvolvimento do sistema nervoso, ovula-
¢ao, dilatagdo cervical, regressdo uterina poés-parto'®, de-
senvolvimento e remodelacdo do tecido oral, cicatrizacdo,
angiogénese e apoptose. Neste estudo, a semelhanca de
Nagase et al.’®, a MMP-9 em sua expressdo apresentou
significancia aos 3°, 7° e 21° dia, demonstrando ser um
bom sinalizador, pois em apenas um subgrupo,14° dia,
ndo apresentou significancia estatistica.

Ja a superfamilia dos TGF-B inclui vérios fatores de
crescimento. As actinas sao proteinas presentes somente
nas células eucaridticas envolvidas em diversas funcdes celu-
lares incluindo contracdo muscular, motilidade, adesao e di-

Figura 2. Fotomicrografias de amostras histolégicas imunocoradas
com TGF B (200x) em area de imunoexpressao tecidual mé-
dia: A) caso com 0,08% em 14 dias; B) caso com 1,85% em
trés dias, C) caso com 2,92% em trés dias.

visdo celulares, bem como, manutencgao da morfologia celu-
lar. Em vertebrados, constitui uma familia de seis proteinas,
expressa em padrdes especificos no desenvolvimento de
cada tecido'’. Existem quatro isoformas restritas a tipos teci-
duais, como, a-actinaesqueletal, a-actina cardiaca, a-actina
de musculo liso e y-actina de musculo liso, respectivamente
em musculos esquelético, estriado cardiaco, musculatura
lisa vascular e entérica. A a-actina de musculo liso é um mi-
crofilamento (5 a 8 nm de diametro) que compde o citoes-
queleto de todas as células musculares lisas de mamiferos,
células mioepiteliais, e é particularmente abundante em cé-
lulas musculares lisas de paredes de vasos'” tendo importan-
te funcdo contratil nestas células e considerada marcador
do fendtipo miofibroblastico™°. Esta também presente em
células conjuntivas como fibroblastos'?° e miofibroblastos?'.
Ultra-estruturalmente elas apresentam reticulo endoplas-
maético rugoso e complexo de Golgi bastante desenvolvidos,
vesiculas de pinocitose, juncdes do tipo “gap”, e disposicao
organizada de feixes de miofilamentos de actina localizados
focalmente ao longo eixo da célula (fibras de “stress”) ou se
ligando a dominios de fibronectina extracelular através de
proteinas especializadas de membrana (integrinas), caracte-
rizando especializacbes da membrana chamadas de fibro-
nexos'®2'. Funcionalmente, este sistema mecano-transdutor
é capaz de transmitir as forcas geradas na matriz extracelu-
lar??, sendo importante no processo de reparacao tecidual.
Ainda que controversa, a hipdtese mais amplamente aceita
na literatura sobre a origem dos miofibroblastos é a partir de

Figura 3. Fotomicrografias de amostras imunocoradas com a-AML em
area de imunoexpressao tecidual média (200x): A) caso com
1,39% em 21 dias; B) caso com 1,45% em sete dias,; C) caso
com 2,04% em 14 dias.

Rev. Col. Bras. Cir. 2017, 44(4): 367-373



Costa Filho

372 Avaliagéo da eficacia de trés marcadores imunoistoquimicos envolvidos nos diferentes tempos da cicatrizagdo da ferida cirdrgica

Tabela 4. Média e desvio-padrao e andlise estatistica em micrémetros quadrados por CGA (TGF- ).

Subgrupos

7 dias

14 dias 21 dias

3 dias
Micrébmetro 1.878,74+1.496,4
Valor de p 0,081

636,02+879,69

0,826

1.172,74+633,35 1.078,6+£556,78

0,010* <0,001*

* Teste t de Student para amostras independentes,; p<0,05.

fibroblastos quiescentes, que uma vez ativados, sintetizam
abundante quantidade de cisternas de reticulo endoplasma-
tico rugoso para producao de matriz, e transducao de genes
gue codificam a transcricdo de miofilamentos de actina de
musculo liso, importantes na contratilidade celular. Alliot-
-Licht et al.® demonstraram a presenca de células positivas
para a-AML em cultura mineralizada de polpas dentarias
humanas. Estas células apresentavam ultra-estruturalmen-
te numerosas fibras e fibronexos bem desenvolvidos, bem
como nucleo edentado e conexdes intercelulares do tipo
“gap”, caracterizando-as de miofibroblastos. Sugeriram
gue alguns fatores de crescimento presentes no meio de
cultivo celular, combinados ou nao a proteinas da matriz ex-
tracelular, seriam responsaveis pela diferenciacao de células
pulpares em miofibroblastos. Para que ocorra a diferencia-

cao de fibroblastos em miofibroblastos é essencial a acao de
citocinas e fatores de crescimento, representados pela fami-
lia dos TGF (fatores de transformacao de crescimento), par-
ticularmente do TGF-B'8. Neste estudo, contrastando com o
de Tomasek et al.?, a a-AML em sua expressao apresentou
significancia estatistica somente ao14° dia revelando ser um
método sinalizador inferior aos anteriormente estudados,
MMP-9 e TGF-B.

Assim, entre os trés marcadores estudados, a
MMP-9 por apresentar significancia estatistica nos sub-
grupos 3°, 7° e 21° desempenhou o melhor papel, sequi-
do pela TGF-B, com significancia estatistica aos 14° e 21°
dias. J& 0 a-AML nao se mostrou um bom sinalizador da
evolucdo da reparacéo tissular, apresentando significan-
Cia estatistica somente ao 14° dia.

Tabela 5. Média, desvio-padrdo e andlise estatistica em micrémetros quadrados por CGA (a-AML).

Subgrupo

7 dias

14 dias 21 dias

3 dias
Micrometro 1.836,81 +724,47
Valor de p 0,665

2.011,21 £ 516,91

0,140

1.879,22 £721,32 2.022,17+1.007,34

0,011* 0,091

* Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05

ABSTRACT

Obijective: to evaluate the efficacy of three immunohistochemical markers involved in the wound healing process. Methods: experimen-
tal study of 40 Wistar rats of the markers metalloproteinases and matrix metalloproteinase 9 (MMP-9), beta transforming growth factor
(TGF-B) and myofibroblasts and smooth muscle actin alpha (a-MLA) markers, studied from fragments of surgical scar of abdominal incision
involving skin, aponeurosis and peritoneum. The animals were divided into four subgroups of ten according to the day of death, scheduled

in three, seven, 14 and 21 days. Results: MMP-9 expression showed a progressive increase of its concentration, more evident from 7th
to 14th days, varying the tissue immunoexpression between 2.65% and 11.50% . TGF- B showed expression at high level on the 3rd day,
fell in the 7th, rising again in the 14th, with a small decrease in the 21st day, varying the tissue immunoexpression between 0.03% and
2.92%. The a-AML presented levels with little variation and a slight increase, varying the tissue immunoexpression between 0.88% and
3.23%. Conclusion: MMP-9 presented as the best marker; followed by TGF-B. However, a-AML was not a good indicator of the evolution

of tissue repair.

Keywords: Wound Healing. General Surgery. Inmunohistochemistry. Fibroblast Growth Factors.
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