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RESUMO

LEITE, ANGELICA RAMALHO DE ARAUJO. Avaliaciio da pele de rd (Rana
catesbeiana) como curativo biologico oclusivo no tratamento de feridas cutaneas
experimentais em caes (Canis familiaris). Patos, UFCG. 2010. 45p. (Trabalho de
conclusdo de curso em Medicina Veterinaria).

Com a finalidade de investigar o efeito da pele de rd como curativo oclusivo em feridas
cutdneas experimentais em cdes, foram utilizados seis caes adultos, sem raca definida, de
ambos os sexos. Em cada animal foram produzidas duas lesdes. Na lesdo da regido
toracodorsal direita, foi empregada pele de Rana catesbeiana preservada em solucdo de
glicerina a 99,5% (Grupo Tratamento) e a lesdo da regido toracodorsal esquerda foi tratada
com gaze umedecida em solu¢do de NaCl 0,9% (Grupo Controle). A troca de curativos foi
realizada a cada 48 horas, durante 22 dias, e as feridas avaliadas macroscopicamente a cada
dois dias até o décimo dia pds-operatdrio, observando-se a evolucdo de cada ferida quanto
a retragdo centripeta (8°, 14° e 22° dias apds a cirurgia). Para avaliacdo histolégica do
processo cicatricial, foram realizadas biopsias de ambas as feridas experimentais (grupos
controle e tratamento) aos 8°, 14°, 22° dias apds a cirurgia. Swabs foram colocados em
contato com o leito da ferida, semeados em dgar sangue ovino 8% e em agar EMB e as
bactérias isoladas classificadas através das caracteristicas morfotintoriais pela coloracdo de
Gram. Houve poucas variagdes significativas no estudo comparativo entre tratamentos,
concluindo-se que a pele de Rana catesbeiana quando usada como curativo biolégico nio
estimula o processo cicatricial.

Palavras-chave: cicatrizagao, cirurgia, cdo.



ABSTRACT

LEITE, ANGELICA RAMALHO DE ARAUJO. Evaluation of skin of frog (Rana
catesbeiana) as biological occlusive dressings in the treatment of experimental
cutaneous wounds in dogs (Canis familiaris). Patos, UFCG. 2010. 45p. (Trabalho de
conclusdo de curso em Medicina Veterinaria).

With the objective to investigate the effect of frog skin as occlusive dressing in
experimental skin wounds in dogs, was used six adult dogs, mixed breed of both sexes. In
each animal, two lesions were produced. Lesion in the right thoracodorsal region, was used
Rana catesbeiana skin preserved in glycerol solution 99,5% (Treatment Group) and the
injury of left thoracodorsal region was treated with gauze moist with 0.9% NaCl solution
(Control Group). The dressing was done every 48 hours for 22 days, and the wounds
evaluated macroscopically every two days until the tenth postoperative day, observing the
evolution of each wound about the retraction centripetal (8, 14 and 22 days after surgery).
For histological evaluation of healing process, biopsies were taken from both experimental
wounds (control and treatment groups) at 8, 14, 22 days after surgery. Swabs were put in
contact with the wound, sown in 8% sheep blood agar and EMB agar and bacteria isolated
through characteristics morphtinctorial classified by Gram color. There were few
significant differences between the groups of treatments in the study, concluding that the
skin of Rana catesbeiana when used as a biological dressing doesn’t stimulate the healing
process.

Keywords: healing, surgery, dog.



1. INTRODUCAO

Materiais biolégicos existentes na natureza podem ser utilizados como forma
alternativa para o tratamento local de feridas cutaneas. Sua procura tem aumentado a cada
dia devido ao baixo custo, fcil aplicac@o e disponibilidade no mercado.

O emprego de membranas bioldgicas como curativo oclusivo tem sido
recomendado devido ao fato de estas membranas possuirem propriedades antibacterianas e
analgésicas, prevenirem a infeccdo por propiciarem uma barreira a invasdo de
microorganismos, contribuirem para o processo de cicatrizagdo protegendo mecanicamente
a ferida, acelerando a formacao de tecido de granulacdo e estimulando a neovascularizacao
local.

Variados tecidos bioldgicos de origem animal tém sido empregados como curativo
biolégico oclusivo em feridas cutaneas, a exemplo da membrana amnidtica e pericardio
canino, membrana amnidtica de coelho, pericardio bovino e equino, peritonio bovino, pele
de cdo, pele de porco e pele de anfibio.

Curativos biolégicos oclusivos constituidos por pele de Rana catesbeiana tem sido
utilizados em feridas cutaneas de cdes e ratos obtendo-se resultados quase sempre
satisfatorios.

Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito da pele de Rana catesbeiana usada
como curativo biolégico oclusivo, sobre a cicatrizacdo de feridas cutdneas produzidas em
caes, avaliando-se altera¢des macroscopicas e microscopicas decorrente da interagdo entre
peles de ra dessa espécie e a superficie cruenta das feridas caninas, analisar a drea de
contragdo da ferida através de cdlculos de morfometria e classificar bactérias isoladas

colhidas nos leitos das feridas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conceito de feridas

Um ferimento, ou ferida, € uma lesdo corporal causada por meios fisicos que pode
ser proposital, como no caso de uma ferida cirtirgica, ou acidental, como nos casos de
traumatismo, que resulta na interrup¢ao da continuidade da estrutura corporal (PROBST,
1998; HOSGOOD, 2007).

A tolerancia a lesdo varia com o tipo de tecido. Em cdes e gatos, a pele tem
excelente tolerdncia as lesdes, devido a sua vascularizacdo e elasticidade (WALDRON;
TREVOR, 1998).

De acordo com Waldron e Trevor (1998) ndo existe uma classificacdo abrangente
para os ferimentos, podendo ser descritos de forma simples como abertos e fechados, onde
as feridas abertas sao as que ocorrem perdas de pele, podendo ser por abrasdo, avulsido,
incisdo, laceracdo ou ferimento por puncdo; e as fechadas sdo as lesdes por esmagamento
ou contusoes.

As feridas abertas, com ou sem perda tecidual, apresentam problemas clinicos
inteiramente diferentes das feridas incisadas e suturadas (MADDEN; AREM, 1991).
Nessas, a cicatriza¢do se da por segunda intencdo e hd dificuldade no que diz respeito a
aproximagao das suas bordas e, mais frequentemente, a infec¢do local (BARBOSA;

SOUZA, 1986).

2.2 Conceito de cicatrizacao

A cicatrizagdo do ferimento constitui mecanismos do hospedeiro envolvidos no
processo de restauracdo da continuidade dos tecidos (PROBST, 1998; HOSGOOD, 2007).

Segundo Pope (1996) os tecidos lesionados curam-se por regeneracdo, reparo, ou a
combinacdo destas duas modalidades. Na regeneracao ocorre reposicao do tecido lesionado
ou perdido por tecido estrutural e funcionalmente similar, ocorrendo em tecidos com
grande potencial mitédico. No reparo ou cicatrizagdo ocorre formacgdo de tecido cicatricial
ndo funcional (CARVALHO, 2002; MEDEIROS et al., 2005). Na pele os defeitos

dermoepidérmicos curam-se por regeneracdo do epitélio (epiderme), enquanto que a



15

derme, glandulas e foliculos pilosos nela contidos sdo substituidos por tecido cicatricial
(POPE, 1996).

Os animais das ordens superiores possuem capacidades regenerativas limitadas
(PROBST, 1998), portanto a cicatriza¢do de feridas em mamiferos trata-se de um processo
de reparo e inclui mecanismos como a angiogénese, a deposi¢cdo de tecido conjuntivo, a
epitelizagdo e o remodelamento e contragdo da ferida (HOSGOOD, 2007).

Atualmente sdo descritas trés formas de cicatrizacdo: por primeira intencdo, por
segunda intengdo e por terceira intengdo. A cicatrizacido de primeira inteng¢do se da quando
ndo hd perda de tecido e as extremidades da pele ficam justapostas uma a outra. A de
segunda inteng¢do ocorre em feridas onde houve perda de tecido e as extremidades da pele
ficam distantes umas das outras, sendo necessdria formacdo de tecido de granulacdo até
que a contracdo e epitelizacdo acontecam. Na de terceira intencdo a ferida é deixada aberta
por um determinado periodo, funcionando como cicatrizagdo por segunda inteng¢do, sendo
suturada posteriormente, como cicatrizacdo por primeira inteng¢do. Este procedimento é
empregado geralmente nas feridas cirtrgicas com infec¢do (DOUGHTY, 1992; HARARI,
1999).

2.3 Processo de reparo das feridas

Todas as feridas ou incisdes da pele, sejam elas ocluidas com suturas ou tratadas
como feridas abertas, passam pela mesma série de eventos quimicos e celulares no
processo de reparo (POPE, 1996), estes processos ndo sdo sequenciais nem estaticos, mas

ocorrem continuamente em um estado de interacdo (HOSGOOD, 2007).

2.3.1 Formacio e resolucao do coagulo

Logo apds uma lesdo, a hemorragia dos vasos sanguineos e linfaticos danificados
preenche a ferida e limpa sua superficie (HOSGOOQOD, 2007) e a resposta do organismo
frente a este evento € a vasoconstricdo dos pequenos vasos da drea atingida e oclusdo
vascular no ponto do traumatismo para controlar a hemorragia, com duracao de cinco a dez
minutos. Apds esse periodo, ocorre vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular de

pequenas vénulas e, por diapedese, células e liquido intravascular passam através das
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paredes dos vasos para o espacgo extravascular (BOOTHE, BOOTHE JR, 1996; PROBST,
1998; HOSGOOD, 2007).

As plaquetas, em combinacdo com o sangue e o liquido que passou para o espago
extracelular, formam um codgulo sanguineo o qual seca e forma uma escara ou escama,
que protege a ferida, impede mais hemorragia e permite que o processo de reparo continue
sob sua superficie (HOSGOOD, 2007). Esta escara propicia uma cobertura primaria
composta por fibrina que auxilia na aproximacdo das bordas lesadas e fornece um
ambiente para que as plaquetas secretem fatores de crescimento, citocinas e elementos da
matriz extracelular (MANDELBAUM et al., 2003).

A fase coagulativa é dependente de atividade plaquetdria e da cascata de
coagulacdo. Ocorre uma complexa liberagcdo de produtos como substincias vasoativas,
proteinas adesivas, fatores de crescimento e proteases. A formacdo de codgulo serve nao
apenas para coaptar as bordas das feridas, mas também para cruzar a fibronectina,
oferecendo uma matriz proviséria para que fibroblastos, células endoteliais e

queratindcitos possam ingressar na ferida (MANDELBAUM et al., 2003).

2.3.2 Processo inflamatorio

A resposta tecidual as lesdes, sejam induzidas por traumatismo ou por cirurgia,
envolve inflamacao. Este processo proporciona o meio pelo qual o tecido lesionado se livra
dos restos de material estranho em preparagdo para a reconstrugdo e cicatrizacao
(BOOTHE; BOOTHE JR, 1996) e se traduz por migragdo celular intensificada através das
vénulas e extravasamento de moléculas séricas, anticorpos, complemento e proteinas pelos
capilares. Estes eventos sdo controlados pelo aumento do suprimento sanguineo, pela
vasodilatacdo e pelo aumento da permeabilidade capilar (CARVALHO, 2002).

Os leucocitos presentes nos vasos locais aderem ao endotélio apds a lesdo e, cerca
de 30 a 60 minutos depois, todo o endotélio das v€nulas apresenta-se coberto com
leucécitos aderentes (PROBST, 1998).

Inicialmente, a célula predominante é o leucdcito polimorfonuclear (PMN), ou seja,
os neutréfilos, que chegam em grande nimero ao local lesionado no momento da injuria
tissular, através de quimiotaxia por mediadores liberados por plaquetas, células
pertencentes ao sistema imune, microrganismos ou ainda devido a ativagdo do

complemento (PARK; BARBUL, 2004), permanecendo por um periodo de 24 a 48 horas,
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se degenerando apds 72 horas, tendo como papel principal a destruicdo de bactérias através
da fagocitose (PROBST, 1998; ADZICK, 1999; SINGER; CLARK, 1999;
MANDELBAUM et al., 2003). Além de sua funcdo fagocitdria, os neutréfilos possuem
acdo pro-inflamatéria pela liberacdo de citocinas que ativam fibroblastos e queratindcitos.
Caso a ferida nao esteja severamente infectada, em poucos dias o nimero e neutréfilos
diminui devido a fagocitose por macréfagos (WERNER; GROSE, 2003).

As segundas células a chegarem ao local da lesdao sdo os mondcitos, que
marginalizam dos capilares e vénulas, migram através do endotélio e ao ingressar na ferida
amadurecem e transformam-se em macréfagos. Os macréfagos sdo parte integrante do
reparo da ferida, predominando entre o terceiro e quinto dia apds a lesdo, tendo como
funcdo auxiliar os neutréfilos na fagocitose de bactérias e restos celulares, sendo
importantes para o debridamento do local da ferida através da eliminacdo de tecido
necrosado, remoc¢ao de material estranho e atracdo de fibroblastos, influenciando para que
estes passem por processo de maturacdo e de sintese do coldgeno (PROBST, 1998;
HOSGOOD, 2007).

Os linfécitos também sdo encontrados nos locais de inflamagdo e infiltram-se no
foco da lesdo mais tardiamente, por volta do quinto dia, e estdo relacionados a presenga de
bactérias, sendo pouco importantes na inflamac¢do provocada por traumas, podendo ser
indicadores de resposta imunoldgica a material estranho (PROBST, 1998; ADZICK, 1999;
SINGER; CLARK, 1999; MANDELBAUM et al., 2003).

2.3.3 Processo de reparaciao

O reparo tem inicio no terceiro ou quarto dia apds a les@o, podendo durar por uma a
trés semanas (HARARI, 1999), tendo continuidade a medida que vao sendo removidos o
tecido necrosado, codgulos sanguineos, e outros restos teciduais (PROBST, 1998).

De acordo com Hosgood (2007) durante o reparo, ocorrem mecanismos

proliferativos, sdo eles: angiogé€nese, fibroplasia e epitelizacao.

2.3.3.1 Angiogénese

Nesta fase do reparo € observado crescimento de novos vasos sanguineos capilares

a partir dos vasos preexistentes nas dreas que antes ndo eram ocupadas por tecido vascular,
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favorecendo a cicatrizacdo por aumentar o aporte de nutrientes e oxigénio aos fibroblastos
e macréfagos, além de remover os restos metabdlicos, reduzindo o tempo de retragdo da
ferida (STASHAK, 1994; POPE, 1996; HOSGOOD, 2007).

A medida que o reparo da ferida prossegue e as fibras coldgenas se depositam, os
novos vasos sanguineos se desintegram, com a cor da ferida tornando-se

correspondentemente mais palida (ALISON, 1992; HOSGOOD, 2007).

2.3.3.2 Fibroplasia

Esta fase caracteriza-se pela sintese de fibroblastos, cuja origem na ferida ainda é
incerta (HOSGOOD, 2007). De acordo com Probst (1998) e Harari (1999) os fibroblastos
se originam de células mesenquimais indiferenciadas do tecido conjuntivo circunvizinho,
migrando para o ferimento ao longo de fibras de fibrina coagulada e dos capilares
invasores, tendo como principal funcdo a sintese de matriz extracelular provisoria, que é
substituida gradualmente por uma matriz extracelular colagenosa.

A combinagdo de novos capilares, fibroblastos e tecido conjuntivo fibroso forma o
tecido de granulagcdo caracteristico que preenche a ferida, recebendo esta denominacao
devido a sua aparéncia granular pela presenca de inimeros capilares (WERNER; GROSE,
2003). A maior taxa de acimulo de tecido conjuntivo ocorre no local da ferida sete a
quatorze dias ap6s a lesdo. Apds este periodo os fibroblastos param de produzir coldgeno e
hé regressdo do conteddo capilar do tecido de granulagdo (HOSGOOD, 2007).

Essa fase se prolonga por duas a quatro semanas, dependendo do tipo de ferida

(PROBST, 1998).

2.3.3.3 Epitelizacao

Tem inicio com a mobilizacdo e a migracdo de células epiteliais (queratindcitos)
nas margens da ferida, progredindo centripetamente para o interior e através da ferida,
sendo esta movimentagdo interrompida quando uma destas células entra em contato com
outra (inibi¢do por contato). Logo apds, ocorre proliferacio das células epidérmicas,
aumentando a atividade mitddica. Este fendmeno € observado a partir de um a dois dias

apos a lesdo (POPE, 1996; PROBST, 1998; CARVALHO, 2002; HOSGOOD, 2007).
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2.3.3.4 Contracao

E a diminuicdo das dimensdes de uma ferida aberta, caracterizando-se pelo
movimento centripeto de toda a espessura da pele circunjacente (POPE, 1996; PROBST,
1998).

Geralmente ndo se evidencia contracio visivel da ferida até cinco a nove dias apds
a lesd@o. Apenas durante a segunda semana de reparo, quando os fibroblastos assumem
fenétipo de miofibroblastos, é que corresponde a contracio da ferida. A medida que o
reparo progride, o nimero de miofibroblastos da ferida diminui, correspondendo a
diminuicdo na velocidade de contracdao da ferida, até que praticamente ndo haja mais

deposicdo de miofibroblastos e a contracdo da ferida cesse (HOSGOOD, 2007).

2.3.4 Processo de remodelagem

Nesta fase ocorre a transicao do tecido de granulagdo para cicatriz, necessitando da
remodelagem ou maturacdo do conteido de tecido conjuntivo da ferida (HOSGOOD,
2007).

Desenvolve-se trés semanas apds a lesdo e pode durar de meses a anos,
caracterizando-se pelo contetiido estavel de coldgeno, agregando uma maior resisténcia a
area lesionada, porém uma cicatriz jamais serd tao forte como o tecido por ela substituido

(PROBST, 1998; HARARI, 1999; HOSGOOD, 2007).

2.4 Curativo biolégico

A aceleracdo do processo de cicatrizacdo por meio de curativos bioldgicos
oclusivos tem sido admitida, devido a esses curativos possuirem acdo antibacteriana,
estimularem os processos de granulacdo, contracdo e epitelizacdo, formarem barreira fisica
contra invasdo bacteriana e propiciarem retencdo do exsudato, propriedades estas
consideradas benéficas (LIPTAK, 1997; OLIVEIRA; ALVARENGA, 1998).

Diversos tecidos bioldgicos de origem animal t€m sido testados como curativos
bioldgicos oclusivos em feridas cutdneas, como membrana amnidtica e pericardio canino
(ACETO et al., 2007), membrana amnidtica de coelhos (DUARTE, 2007), pele de cao
(SILVA; JUNIOR, 1988), pele de porco (RAMSEY et al., 1995), pericirdio bovino
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(DAHM et al., 1990; CHEM et al., 1992) e equino (BELLENZANI et al., 1998), peritonio
bovino (BUSNARDO et al., 2009) e pele de anfibio (FERREIRA et al., 2001a, 2001b;
FALCAO et al., 2001, 2002; RODRIGUES; MEDEIROS, 1998; SAI et al., 1995; SILVA,
2006).

Dentre os curativos biolégicos oclusivos estudados tem-se voltado uma atengdo
especial para os constituidos por pele de Rana catesbeiana, conhecida popularmente como
ra-touro, os quais foram utilizados em feridas cutaneas de caes (FALCAO et al., 2001,
2002) e ratos (RODRIGUES; MEDEIROS, 1998; FERREIRA et al.,, 2001a, 2001b;
SILVA, 2006).

Falcao et al. (2001, 2002) investigaram o efeito da pele de ra como curativo
biolégico oclusivo em feridas cutidneas de cdes, e ndo notaram beneficios sobre a
cicatrizacdo, atribuindo esta auséncia de estimulo cicatricial a destruicdo da pele de ra,
sugestiva de rejeicao.

Ferreira et al. (2001a) utilizaram ratos da linhagem Wistar para avaliar a evolucao
das feridas cutaneas sob efeito da aplicagdo topica de pele de Rana catesbeiana e os
resultados mostraram que o tempo de cicatriza¢ao foi significativamente menor e os dados
histopatolégicos foram mais favordveis no grupo experimental, quando comparados ao
ferimento do grupo controle, onde os animais foram submetidos ao tratamento tépico com
solugdo salina.

Ferreira et al. (2001b) realizaram um estudo toxicolégico da pele de Rana
catesbeiana utilizando ratos da linhagem Wistar e constataram que os niveis séricos de
creatinina foram significativamente mais baixos nos animais do grupo tratamento,
concluindo-se que a pele de ra como um curativo bioldgico para feridas de pele de ratos
ndo exerceu efeitos toxicos para figado e rim.

Silva (2006) utilizou em seu experimento ratos da linhagem Wistar, nos quais
foram induzidas feridas cutaneas que foram cobertas por pele de ra tratada e ndo tratada
com raios-gama. O autor concluiu que ndo houve beneficios sobre o processo cicatricial de

feridas de pele devido a um processo de rejeicdo em fase aguda.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados seis cdes adultos, sem raga definida, dois machos e quatro fémeas,
com peso médio de 15,9+4,6 kg. Os animais foram mantidos durante todo o experimento
nos canis do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande, recebendo
dgua e racdo comercial para cdes a vontade. Previamente ao inicio do experimento, foi
realizado um periodo de adaptacdo de oito dias, onde foi avaliado o estado de higidez de
cada animal, com base no exame clinico e em exames laboratoriais (hemograma, dosagens
de proteinas totais (PT), alanina aminotransferase (ALT), glicose, uréia e creatinina), os
quais ndo apresentaram nenhuma alteracdo significativa. Todos os animais foram

. 1
desverminados .

3.2 Obtencao, acondicionamento e preservacao das peles de ra

As peles de ra foram colhidas durante abate no ranario do Laboratério de
Ranicultura e Produtos da Aquicultura do Centro de Ciéncias Humanas, Sociais e Agrarias
(CCHSA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), campus de Bananeiras. Em seguida
procedeu-se a limpeza da pele, observando-se os padrdes de assepsia, através de lavagem
exaustiva com solucdo fisiolgica e retirada de restos de tecidos ndo pertencentes a camada
cutanea com gaze. Retalhos de pele dorsal foram acondicionados em recipientes de vidro
esterilizados, imersos numa solucdo de glicerina a 99,5%2 e estocados a temperatura
ambiente por, no minimo, 30 dias (Figura 1). Previamente a utilizacdo da pele, foi
realizada a hidratacdo da mesma por meio da sua imersdo em solu¢do de NaCl a 0,9%

estéril, durante 30 minutos (Figura 2).

! Canex composto — Vetbrands Satide Animal
* Glicerina P.A. — Labimpex Inddstria e Comércio de Produtos para Laboratérios Ltda.
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Figura 1: Retalhos de pele dorsal de Rana Figura 2: Hidratagdo da pele por imersdo em solugdo

catesbeiana conservados em glicerina a de NaCl a 0,9%.
99,5%.

3.3 Modelo experimental e grupos estudados

Em cada animal foram produzidas duas lesdes, sendo uma de cada lado da regido
toracodorsal, retirando-se um fragmento de 4 cm? (2 x 2 cm) de pele total, distando 8 cm
da coluna vertebral. Na lesdo da regido toracodorsal direita foi empregada pele de Rana
catesbeiana (Figura 3), de tamanho tal a ultrapassar as margens da lesio em
aproximadamente 1 cm (Grupo Tratamento - GT). A lesdo da regido toracodorsal esquerda
foi tratada com gaze umedecida (Figura 4) em solucido de NaCl a 0,9% (Grupo Controle -
GO).

Os curativos foram recobertos por gaze seca esterilizada, fixadas com esparadrapo,
envoltos por faixa de crepom n® 10 (Figura 5) e contidos com vestimenta tubular de malha
de algoddo (Figura 6). Em todos os animais empregaram-se colares elizabetanos.

Nos dois grupos a troca de curativos foi realizada a cada 48 horas, durante 22 dias.
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Figura 4: Colocagio de gaze umedecida com
catesbeiana sob lesdo cirtrgica (Grupo solucdo de NaCl a 0,9% sob lesdo
Tratamento). cirdrgica (Grupo Controle).

Figura 5: Animal envolto por faixa de crepom n° 10 ~ Figura 6: Animal contido em vestimenta tubular de
apds troca de curativos. malha de algodao.

3.4 Técnica operatéria

Para o procedimento experimental, os animais foram submetidos a um jejum
alimentar por 12 horas, pesados e, apds a mensuracdo dos pardmetros basais a serem
avaliados, foram medicados com acepromazina3, na dose de 0,1 mg/kg, e diazepam4, na
dose de 0,3 mg/kg (associados na mesma seringa), por via intravenosa (IV), sendo
realizado em seguida tricotomia de cerca de 15 x 15 centimetros, no terco médio de cada
hemitérax, iniciando-se a cerca de 5 centimetros ventralmente as apofises dorsais das

vértebras toracicas.

3 Acepran 1% - Univet S.A. Ind. Veterindria
* Compaz — Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda.
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Procedeu-se a realizacdo da anestesia local infiltrativa subcutanea quadricular,
administrando-se oito mL de lidocaina’ a 1% sem vasoconstrictor (4 mL de lidocaina 2%
diluida com igual volume de solu¢do de NaCl a 0,9%) em cada local onde seriam
realizadas as lesoes.

Ap6s a anestesia, o animal foi contido em decubito lateral, sobre a mesa cirdrgica.

A antissepsia do campo operatério foi realizada com digluconato de clorexidina a
0,5%°. Ap6s a colocacdo do pano de campo, o procedimento cirdrgico foi iniciado com a
demarcacdo do tamanho da ferida, utilizando moldes quadrados de pelicula radiogréfica,
previamente esterilizada, medindo 2 x 2 centimetros de lados, distando 8 cm da coluna
vertebral (Figura 7). Em seguida realizou-se a exérese da pele, através de incisao (Figura 8)
e disseccdo do tecido subcutaneo, retirando-se o fragmento cutaneo (Figura 9) e expondo-
se a fascia muscular (Figura 10). A hemostasia foi realizada, quando necessério, através de
tamponamento compressivo sobre os vasos capilares utilizando gazes esterilizadas.

Os animais foram tratados com analgésico (flunixin meglumine7, na dose de 1,1
mg/kg, durante trés dias) e antibiético (enrofloxacina® na dose de 10 mg/kg, a cada 24

horas, durante sete dias), ambos administrados pela via intramuscular.

Figura 7: Demarcagdo do tamanho da ferida através Figura 8: Incisdo para retirada do flap cutaneo.
de molde quadrado de pelicula
radiogréafica.

3 Anestésico Bravet — Laboratdrios Bravet Ltda.

% Riohex 0,5% - Rio Quimica Inddstria Farmacéutica Ltda.
7 Banamine 5% - Schering-Plough Brasil

¥ Mogiflox — Mogivet Farmacéutica Ltda.
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Figura 9: Retirada do fragmento cutaneo. Figura 10: Ferida cutanea criada apds a remocéo do
fragmento cutaneo.

3.5 Parametros avaliados

3.5.1 Pés-operatorio mediato e imediato

Diariamente, até o 10° dia pds-operatério, sempre no mesmo horario (inicio do dia),
foram mensurados os pardmetros fisioldgicos (frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria
e temperatura corpdrea), a fim de se observar alguma alteracdo ante o uso da pele de Rana
catesbeiana como curativo biolégico.

A frequéncia cardiaca foi obtida pelo nimero de batimentos cardiacos por minuto
(bpm) através do método auscultatério com auxilio de estetoscpio colocado na parede
tordcica esquerda na regido ventral, entre a 3* e 5* costelas.

A frequéncia respiratdria foi obtida pelo nimero de movimentos respiratorios por
minuto (rpm) através do método auscultatério com auxilio de estetoscépio colocado na
parede tordcica dorsalmente entre a entrada do térax e a 7* costela ao longo da coluna
vertebral e ventralmente ao longo do esterno até aproximadamente o 9° espago intercostal.

A temperatura corpérea foi mensurada através de termOmetro digital medida em

graus Celsius (°C), colocando-o no reto do animal.

3.5.2 Avaliacao macroscopica

As feridas foram avaliadas a cada dois dias, até o 10° dia (D2, D4, D6, D8 e D10),
observando-se hiperemia, edema, secre¢io e sangramento durante a troca do curativo, além

de resisténcia a retirada e presenca de tecido de granulacio e de tecido cicatricial. Estes
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parametros foram avaliados seguindo-se o escore: 0 - auséncia; 1- pequena quantidade; 2 -
quantidade moderada e 3 - grande quantidade.
Também foram avaliadas a integridade e deslocamento do curativo de pele de ra a

cada 48 horas, durante a troca do curativo.

3.5.3 Avaliacao microscopica

Para avaliacdo histoldgica do processo cicatricial, foram realizadas biopsias em
todas as feridas (grupos controle e tratamento), no 8°, 14° e 22° dias de pds-operatorios,
alternando-se a cada biopsia o local da pun¢do (limites dorsal, cranial e ventral da ferida),
respectivamente.

Previamente a realizacdo da bidpsia foi feito bloqueio anestésico local com 4 mL de
lidocaina 1% (2 mL de lidocaina 2% sem vasoconstrictor® diluida com igual volume de
solu¢do de NaCl a 0,9%). Realizou-se tricotomia ao redor e sobre a ferida cirtrgica seguida
por limpeza da drea com solu¢do de NaCl a 0,9%. Utilizou-se um punch de seis milimetros
de didmetro que foi aplicado na drea de transi¢do entre a pele sadia e o leito da ferida
(Figura 11). Os fragmentos de pele foram conservados em formol a 10%, fixados, clivados,
diafanizados, embebidos em parafina e cortados em micrétomo, na espessura de quatro ou
cinco micras. A seguir, as ldminas montadas foram coradas pela técnica de hematoxilina e
eosina e analisadas em microscopico Optico. Em cada fragmento avaliaram-se as
caracteristicas histolégicas do processo inflamatério nas feridas semiquantitativamente, por
escores, verificando a intensidade da reacdo inflamatéria, tecido de granulacdo
(fibroplasia), neovasculariza¢do, quantidade de fibras coldgenas e grau de reepitelizacio,
adotando-se o seguinte critério: (0) = auséncia; (1) = pequena quantidade; (2) = quantidade

moderada; (3) = grande quantidade.
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Figura 11: Bidpsia utilizando-se punch.

3.5.4 Morfometria

A medida da 4rea da lesdo foi obtida a partir da mensuragdo da ferida com
paquimetro (Figura 12) antes da realizacao das biépsias, conforme método preconizado por
Prata et al. (1988). A partir da mensuracdo do maior comprimento e da maior largura com
o paquimetro, a drea atual da ferida foi estabelecida a partir da férmula: Ay = C
(comprimento) x L (largura). A drea de contragdo da ferida (C,) foi obtida subtraindo-se a
area da ferida no dia atual (Ay) da drea previamente mensurada (A;)(C, = Ai — Ay).

Apé6s a determinagdo da drea foi calculado o percentual de contracdo (%C) das
feridas, através da férmula descrita por Coelho et al. (1999): %C = ((Ai — Ar )/ (Ai)) x 100,
onde A € a drea no periodo inicial (pds-operatério imediato) e A¢ é a drea mensurada no
dia pés-operatdrio correspondente.

Todas as mensuracdes de morfometria foram realizadas no 8° (D8), 14°(D14) e

22°(D22) dias pds-operatdrios.
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Figura 12: Mensuracdo da drea de ferida cutinea no 8° dia
pds-operatdrio.

3.5.5 Avaliacao bacterioldgica

Foram realizadas coletas por meio de swabs estéreis, colocados em contato com o
leito da ferida durante a troca do curativo (Figura 13), nos momentos ji citados para a
avaliacdo bacteriologica. Em seguida os swabs foram colocados em meio de transporte
(Stuart’) e logo apds semeados em dgar sangue ovino'’ 8% e em dgar EMB'' e incubados
em aerobiose a 37° C, sendo realizadas leituras 24 e 48 horas apds. Foram coletados
também fragmentos de pele de Rana catesbeiana antes destes serem utilizados no leito da
ferida, onde os mesmos foram macerados com auxilio de gral e pistilo, sendo
posteriormente semeados em dgar sangue ovino a 8% e incubados para leitura conforme
descrito anteriormente, de forma a avaliar possivel contaminacdo das peles conservadas em
solucdo de glicerina a 99,5%.

As bactérias isoladas foram classificadas preliminarmente através das

caracteristicas morfotintoriais pela coloracdo de Gram.

? Meio de transporte Stuart - Himedia
' Agar Columbia Sangue Base - Himedia
1 Agar Eosina Azul de Metileno Levine (BEM) - Himedia
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Figura 13: Coleta de material para microbiologia por meio de
swab em contato com o leito da ferida.

3.6 Analise estatistica

Foi realizada em microcomputador, empregando o programa Graphpad Instat. Para
avaliag@o da drea da ferida foi empregado o teste ¢ de Student para amostras independentes,
com correcdo de Welch. Os demais dados da avaliagdo clinica e os da avaliagdo
microscopica foram avaliados pelo teste de Mann-Whitney.

Todos os testes foram aplicados ao nivel de 5% de significancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 P6s-operatorio mediato e imediato

Entre os parametros fisioldgicos mensurados até o 10° dia pds-operatério (Tabela
1), apenas a frequéncia respiratéria apresentou variagdo, embora sem significancia
estatistica, estando acima do limite para a espécie, exceto no 7° dia pds-operatorio, onde se
encontrava no limite maximo (FEITOSA, 2004). Um provavel motivo que pode ter levado
a esse aumento é que alguns animais se encontravam excitados no momento da

mensuragdo, pois ocorria no periodo que antecedia o passeio didrio a que eram submetidos.

Tabelal - Variagao (médiatdesvio padrdo) das frequéncias cardiaca (FC), respiratéria (FR)
e da temperatura corpérea (TC) dos caes submetidos a tratamento com curativo
biolégico de pele de rd e solucio de NaCl a 0,9% em feridas cutaneas

experimentais.
Pard- Antes Dias ap0s a cirurgia
metro 98 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
cirurgia

94,7 104,3 100,3 100,7 82 92 84,7 90 102,3 109,7 117

— + + + + + + + + + + +
18,3 19,6 36,1 226 19,5 26,5 319 256 27,1 34 36,4

46 43 47 423 46,3 43 62 36 55 42 47

— + + + + + + + + + + +
20,3 38,8 36,3 14,7 31,6 27,8 47,3 14 39,8 25,2 16,9
38,7 38,1 38 38,2 38,4 38,1 384 38 38 38,5 384

TC® + + + + + + + + + + +

0,5 0,3 0,4 0,3 02 02 03 04 0,3 02 02

*_ expresso em bpm (batimentos por minuto)
#_ expresso em mpm (movimentos por minuto)
5 expresso em °C (graus centigrados)

A avaliagdo dos parametros fisiologicos € de fundamental importancia quando se
deseja experimentar novas técnicas, principalmente quando relacionadas a procedimentos
cirirgicos, onde alteracdes nos mesmos podem ser indicativas de reacOes adversas

referentes aos materiais, produtos ou técnicas testadas.
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4.2 Avaliacao macroscépica

O exame macroscopico da ferida permitiu monitorar a evolucdo da cicatrizagdo e a
eficiéncia do tratamento utilizado, estando de acordo com as informacdes de Coelho et al.
(1999), Lemos et al. (2008) e Menezes et al. (2008), onde pode-se avaliar o sangramento,
hiperemia, secre¢do, resisténcia a retirada do curativo, edema, tecido cicatricial e tecido de
granulagdo.

Nao foi detectada nenhuma alteracdo significativa quanto ao sangramento, entre 0s
grupos e entre os momentos experimentais (Tabela 2). Embora significancia estatistica ndo
tenha sido detectada entre os tratamentos observou-se que, a troca do curativo, as feridas
do GC tendiam a apresentar mais hemorragia que as do GT. Isto provavelmente deveu-se a
maior aderéncia das gazes ao leito da ferida, no GC, as quais ao serem removidas
causavam ruptura dos capilares, com consequente hemorragia.

No D2 a hiperemia observada no GT foi significativamente mais intenso que no
GC, ndo havendo diferencas entre os grupos nos demais dias pds-operatérios (DPO)
(Figuras 14 e 15). No GC, os valores observados ndo variaram entre o D2 e o D10,
enquanto no GT ocorreu uma reducio significativa neste parametro a partir do D8, quando
comparados ao D2 (Tabela 2), correspondendo a fase de desaparecimento dos capilares

sanguineos com a cor da ferida se tornando cada vez mais palida apds uma semana.

Figura 14: Aspecto de ferida cirurgica submetida Figura 15: Aspecto de ferida cirtrgica submetida
ao tratamento com pele de Rana ao tratamento com solucdo de NaCl a
catesbeiana no 2° dia pds-operatorio. 0,9% no 2° dia pds-operatdrio. Animal

Animal 4. 4.
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Tabela 2 - Valores médios e desvios padrao da avaliagdo macroscopica de feridas cutineas
tratadas com o curativo biolégico de pele de ra (grupo tratamento — GT) ou com solugdo de
NaCl a 0,9% (grupo controle — GC) em cées, segundo a escala: (0) auséncia, (1) pequena
quantidade, (2) quantidade moderada e (3) grande quantidade.

Varidveis Grupo Tempo pds-operatorio (dias)
avaliadas 2 4 6 8 10
GT 2,2+1,2° 1+1,3° 1+£0,9° 0,7+0,8"* 0,7¢1°
Sangramento GC 0,8+1,2* 0,7+0,5% 1,7¢1° 0,7+0,8* 0,7+0,8*

GT 2.840,4%  2+13%® 22+412%® 15+14° 15+1,4°
Hiperemia GC 1,5+0,8* 1,3+0,8° 2+1,1% 1,241% 1,3+1%

GT 2,540,5%% 1,8+¢1,2% 1,841,5® 1.8+12%® 1,5+05°
Secre¢do GC 0,7+0,8*  0,8+0,4* 1,741% 1,2+0,8*  1,5+0,5°

Resisténcia a GT 0,7+0,8** 0,7+0,8* 0,5+0,5*" 0,2+0,4" 0,2+0,4"

tirada d +0.8°
retiradado o 500080 17208 1841%  0s5:08° OOF0S
curativo
GT 0,540,5* 03+0,8* 02+04° 0+0* 0+0*
Edema GC 1£1,1°% 0,8+1%®  0,5+0,5® 0,240,4° 0+0°
. GT 0+0*? 0+0*? 0,740,8° 12408  240,6°¢
Tecido a a ab b c
o GC 00 0+0 0,5+0,5 120 2+0,6
cicatricial
Tecido de GT 0+0*? 0+0*? 0+0*? 1.3+0.8°  1,840,8°
granulacio GC 0+0° 0+0° 0+0° 1,540,8°  240,6°

* — significativamente diferente do grupo controle, neste momento experimental.
a,b,c —num mesmo grupo, médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente entre si.

A maior intensidade da hiperemia notada no GT é benéfica, por se tratar de pré-
requisito para o processo de reparacdo tecidual, correspondendo ao crescimento de novos
vasos sanguineos capilares a partir dos vasos preexistentes nas dreas que antes nao eram
ocupadas por tecido vascular, estimulando a migracdo e a proliferacio de células
endoteliais (HOSGOOD, 2007).

Quanto a secrecdo, foi notado que apenas no D2 ocorreu diferenca significativa
entre os grupos, tendo as feridas do GT apresentado em maior quantidade que as do GC
(Figuras 14 e 15). Este padrdao de secrecdo manteve-se, no GT, até o D8, e reduziu

significativamente no D10, em relacdo ao D2. Resultados semelhantes foram descritos por



33

Aceto et al. (2007), que observaram menor quantidade de secrecdo em todas as feridas a
partir do 10° dia apds a aplicacdo das membranas. No GC, ndo houve variagdo estatistica
ao longo dos dias de avaliagdo pds-operatoria (Tabela 2). A presenca de maior quantidade
de secrecdo no GT pode-se dever ao fato de a pele de ra funcionar como curativo oclusivo,
diminuindo a incidéncia de infec¢do por propiciar uma barreira fisica impedindo a
penetracdo e multiplicacdo de microorganismos provenientes do meio externo para o leito
da ferida (ANDRADE et al., 1992), como também por tratar-se de um tecido estranho em
contato direto com a ferida, levando a um acentuado grau de inflamacdo observada nesse
grupo na avaliacdo microscopica (Tabela 3).

A resisténcia a retirada do curativo, no GC, diminuiu significativamente no D8 e no
D10, quando comparados ao D2. Estes valores foram maiores que os observados no GT no
D2 e no D6. No GT, este parametro ndo variou ao longo do periodo de avaliagdo pds-
operatdria (Tabela 2). A maior resisténcia a remoc¢ao do curativo, observada no GC, deveu-
se ao ressecamento da gaze em contato com o leito da ferida, o que dificultou a remogao da
mesma, no momento do curativo seguinte.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos em relagdo a presenca de edema,
sendo que no GC os valores obtidos em D8 e D10 foram significativamente menores que
no D2. No GT nio ocorreu variacdo entre momentos quanto a drea de edema, o qual estava
ausente a partir do D8, enquanto no GC este s6 cedeu completamente no D10 (Tabela 2).
Uma explicag¢do para o fato de o edema apresentar-se com menor frequéncia no GT é que a
remocdo do curativo neste grupo foi facilitada, provavelmente pela maior quantidade de
secre¢do propiciada pelo curativo testado, o que € desejavel, ja que segundo Andrade et al.
(1992) a cada troca de curativo a aderéncia deste pode acarretar em lesdo de células
epiteliais recém-formadas.

A presenga de tecido cicatricial foi observada a partir do D6 (Figuras 16 e 17) e a
quantidade deste foi significativamente maior a partir do D8, quando comparada a D2 e
D4, em ambos os grupos (Tabela 2). De acordo com Hosgood (2007), nas feridas cutaneas
de superficie total a nova epiderme s6 € visivel nas bordas das feridas por volta do 4° ao 5°
dia ap0s a lesdo, o que confirma a presencga deste apenas no D6, aumentando com o passar

dos dias.
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Figura 16: Aspecto de ferida cirurgica submetida Figura 17: Aspecto de ferida cirirgica submetida

ao tratamento com pele de Rana ao tratamento com solucdo de NaCl a
catesbeiana, no 6° dia pds-operatorio. 0,9%, no 6° dia pds-operatério. Animal
Animal 5. 5.

O tecido de granulacdo passou a ser observado a partir do D8, sendo as médias de
D8 e D10 equivalentes entre si e significativamente maiores que as de D2, D4 e D6, em
ambos os grupos. Nao foi notada diferenca estatistica entre os grupos em nenhum
momento experimental. A presenca crescente de tecido de granulacdo € interessante,
devido ao fato deste possuir grande quantidade de fibroblastos que sintetizam o coldgeno
necessario para o processo de reepitelizagao.

As trocas de curativos, realizadas a cada 48 horas, permitiram o acompanhamento
dos processos de cicatrizacdo das feridas submetidas aos tratamentos, como também a
observagdo quanto a integridade e ao deslocamento da pele de ra, que se manteve integra
em todos os momentos de avaliacdo, diferindo dos resultados obtidos por Falcdo et al.
(2001, 2002) onde houve a ocorréncia de destruicdo total ou parcial da pele de ra,
presenciada desde o 3° até o 28° DPO, fato indicativo de rejei¢do. Quanto ao deslocamento
do curativo, este foi notado em apenas um animal, o qual retirava com frequéncia o
curativo de ambos os lados, fato este que contribuiu para um maior indice de crescimento
bacteriano, nas amostras deste animal.

Nao foram observadas dificuldades na aplicacdo nem na retirada do curativo de

pele de ra, o que propiciou uma menor drea de edema no GT.

4.3 Avaliacao microscopica

A reacdo inflamatdria ocorre com maior intensidade nos primeiros dias apds a lesao

estando presente acentuadamente até a primeira semana, tendendo a diminuir com o passar
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dos dias (HOSGOOD, 2007), achado este observado no GC, onde ocorreu uma maior
reacdo inflamatéria do D8, quando comparado ao D22. Ja no GT este parametro nao variou
ao longo do periodo de avaliacdo pds-operatéria (Tabela 3, Figuras 14, 15, 16, 17, 18 e 19).
Em todos os momentos de avaliagdo a reacao inflamatdria tendeu a ser mais intensa no GT,
apresentando-se significativamente maior no D22 em relacdo ao GC, justificada pela
presenca de tecido estranho (pele de rd) em contato com a ferida.

N3ao houve diferenca significativa entre os grupos em relagdo a neovascularizagao,
observando-se porém, no GT, um aumento neste pardmetro no D22 comparado ao D8
(Tabela 3, Figuras 14, 15, 16, 17, 18 e 19), com presenca de hemorragia durante a
realizacdo das bidpsias passando de discreta para intensa ao longo dos dias de avaliacdo,
decorrente da maior vascularizacio e presenca de tecido de granulacdo, estando de acordo
com a descricdao de Menezes et al. (2008).

O tecido de granulacdo, representado pela fibroplasia associada a presenca de
capilares neoformados, foi observado a partir do D8, o que estd de acordo com a descri¢io
de Singer e Clark (1999), de que por volta do 4° dia de evolucdo da ferida inicia-se a
proliferacao de fibroblastos e o brotamento de novos capilares que constituem o tecido de
granulacdo. Nao houve diferenca significativa estatisticamente nas comparacdes entre 0s
grupos e entre os momentos (Tabela 3, Figuras 14, 15, 16, 17, 18 e 19), o que demonstra
um processo continuo e gradativo de formagdo do tecido de granulagdo, ocorrido em
ambos 0S grupos.

Durante o processo de fibroplasia ocorre produgdo de coldgeno pelos fibroblastos
de forma crescente até a terceira semana apos a lesdo, o que pode ser evidenciado pela
quantidade crescente de fibras coldgenas com o passar dos dias, compativel com a presenca
de tecido de granulacdo bem vascularizado, conforme observado por Menezes et al.
(2008). No presente experimento, ndo se detectou variagdo estatistica significativa entre os
tratamentos nem entre 0s momentos experimentais, tendo a quantidade de fibras coldgenas
passado paulatinamente de pequena a moderada com o passar do tempo (Tabela 3, Figuras
14, 15, 16, 17, 18 e 19).

Quanto ao grau de reepitelizagdo das feridas ndo houve diferenca significativa entre
os grupos e entre os momentos (Tabela 3, Figuras 14, 15, 16, 17, 18 e 19), resultado
similar ao descrito por Aceto et al. (2007). Nao foi observada reepitelizagao completa no

fim do periodo de avaliagdo, assim como os resultados obtidos por Coelho et al. (1999) e
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Menezes et al. (2008). Isto pode se dever a pequena quantidade de fibras coldgenas

observadas no D22, em ambos os grupos, retardando a epitelizagao.

Tabela 3 — Valores médios e desvios padrdo da avaliacdo histolégica® de biépsias cutineas
realizadas em feridas de cdes tratadas com o curativo biolégico de pele de ra
(grupo tratamento — GT) ou com solucdo de NaCl a 0,9% (grupo controle — GC)
aos 8, 14 e 22 dias de pds-operatério (DPO).

Achados histolégicos

Intensidade Tecido de Neovascu- Quantidade Grau de
DPO  Grupo daReagio  Granulagio larigncao e Fibras o s
Inflamatéria  (Fibroplasia) ¢ Colagenas P ¢
GC 2,3+0,5° 2,5+0,6° 240,8° 0,8+1° 1+0*

8 GT 2,5+0,8° 2,3+0,8° 10,9 0,8+1° 1,25+0,5
GC 1,5+0,8 2,7+0,8* 1,3+0,5° 1,2+1° 1,3£0,5°

14 GT 2,3+0,8* 2,7+0,5° 1,5+0,8 1£0,6° 1,3£1,0°
2 GC 1,5+0,5° 2,8+0,4° 1,8+0,8" 1,3+0,8" 1,5+0,8"
GT 3+0%* 2,5+1,2* 240,6" 1,5+1° 1,4+0,5°

# Graus: Auséncia=0; Pequena quantidade=1; Quantidade moderada=2; Grande quantidade=3
* — significativamente diferente do grupo controle, neste momento experimental.
a,b —num mesmo grupo, médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente entre si.

DT E R g

Figura 18: Microfotografia (Pele). Corte histolégico Figura 19: Microfotografia (Pele). Corte histoldgico

de fragmento de pele de cdo submetida a
tratamento com curativo  biolégico
oclusivo de pele de Rana catesbeiana em
feridas cutineas experimentais no 8° dia
pos-operatdrio.  Observa-se  acentuada
reacdo inflamatéria (A) e fibroplasia (*),
moderada neovascularizacdo (cabeca de
seta) e discreta reepitelizagdo (seta). H&E.
Ob;. 4x.

de fragmento de pele de cdo submetida a
tratamento com solu¢do de NaCl a 0,9%
em feridas cutineas experimentais no 8°
dia pés-operatdrio. Observa-se moderada
reacdo inflamatdria (A) e fibroplasia (*),
moderada neovascularizagdo (cabeca de
seta) e reepitelizacdo discreta (seta).
H&E. Ob;. 4x.
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Figura 20: Microfotografia (Pele). Corte histolégico

de fragmento de pele de cido submetida a
tratamento com curativo bioldgico
oclusivo de pele de Rana catesbeiana em
feridas cutineas experimentais no 14° dia
pés-operatério.  Observa-se acentuada
reacdo inflamatdria (A) e fibroplasia (*),
moderada neovascularizacdo (cabeca de
seta) e reepiteliza¢do (seta). H&E. Ob;.
4x.

Figura 21: Microfotografia (Pele). Corte histologico
de fragmento de pele de cdo submetida a
tratamento com solugdo de NaCl a 0,9%
em feridas cutaneas experimentais no 14°
dia pds-operatério. Observa-se moderada
reacdo inflamatéria (A) e acentuada
fibroplasia (), moderada
neovascularizacdo (cabeca de seta) e
discreta reepiteliza¢do (seta). H&E. Ob;.
4x.

Figura 22: Microfotografia (Pele). Corte histolégico

Figura 23: Microfotografia (Pele). Corte histolégico

de fragmento de pele de cao submetida
a tratamento com curativo bioldgico
oclusivo de pele de Rana catesbeiana
em feridas cutineas experimentais no
22° dia pds-operatério. Observa-se
acentuada reacdo inflamatéria (A) e
fibroplasia (), moderada
neovascularizacdo (cabeca de seta) e
reepitelizacdo (seta). H&E. Obj. 4x.

de fragmento de pele de cao submetida
a tratamento com solucdo de NaCl a
0,9% em feridas cutaneas experimentais
no 22° dia pds-operatdrio. Observa-se
moderada reacdo inflamatéria (A) e

fibroplasia *), acentuada
neovascularizacdo (cabeca de seta) e
moderada reepitelizagdo (seta). H&E.
Ob;. 4x.
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4.4 Morfometria

O processo de cicatrizacdo das feridas em estudo se deu por segunda inten¢do, visto
que se tratavam de feridas abertas, com perda tecidual total, obtendo dificuldade na
aproximacdo das bordas das feridas (MADDEN, AREM, 1991), onde o processo de
contracdo da ferida € tido como ponto chave para a sua resolugcdo, pela contracdo dos
miofibroblastos de forma centripeta. Pelo fato da contracdo da ferida ocorrer de forma
centripeta, as feridas que eram inicialmente quadradas, ao reduzirem seu tamanho,
originaram margens irregulares, como observado por Koopmann (1995) e Coelho et al.
(1999), porém outro motivo para as feridas mudarem seu formato foram as realiza¢des
semanais das bidpsias.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos em relagdo a area da ferida, em
nenhum momento de avaliagdo, porém foi observada uma tendéncia a aumento da drea em
relacdo a érea inicial (4 cm?) no D8 nos animais 1, 2, 3, 4 ¢ 6 do GC e nos animais 1,3 e 6
do GT, estando apenas o animal 5 com a drea em ambos os lados menor do que a drea
inicial (Tabela 4). Achado semelhante foi observado por Coelho et al (1999), onde quatro
feridas apresentaram area maior do que a inicial ao sétimo dia pds-operatorio, sendo que
destas, trés haviam sido recobertas com curativo biolégico. Este fato se explica porque a
primeira semana de reparacao corresponde a fase de repouso da cicatriza¢do, com transi¢ao
da matriz extracelular proviséria para o tecido de granulacdo, refletindo em um intervalo
no ganho de for¢a da ferida (HOSGOOD, 2007), e também porque logo apds a retirada de
um fragmento cutdneo ocorre um aumento da drea lesionada devido a retragdo das margens
da ferida, consequente a acdo centrifuga das fibras eldsticas da pele, tal como afirmam
Coelho et al. (1999) e Falcao et al. (2001).

Em ambos os grupos, ocorreu uma diminuicdo significativa da drea da ferida no
D14 e no D22 em relacdo ao D8. No GC a area da ferida no D22 foi significativamente
menor que no DI14. A diminuicdo da &drea da lesdo ocorreu devido ao mecanismo de
contracdo que, juntamente com a epitelizacdo, caracteriza a cicatrizacdo por segunda

inten¢do, conforme descrito por Madden e Arem (1991).
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Tabela 4 — Valores individuais, médios e desvios padrdao da drea de feridas cutdneas
tratadas com o curativo biolégico de pele de rd (grupo tratamento — GT) ou
com solucdo de NaCl a 0,9% (grupo controle — GC) em céaes, segundo o dia de
pos-operatério (DPO).

DPO 8 14 22
Grupo
GC GT GC GT GC GT
Animal

1 44 55 135 225 0,63 0,8
2 528 3,84 18 1,28 0 0,28
3 594 572 21 2,89 1,1 1,56
4 46 342 1,1 2,04 0,24 0,54
5 3,0 3,57 093 1,69 0,49 4,18
6 5 54 121 1,54 0 0,25
Média 47 46 14°  19° 0,4°¢ 1,3°
DP Lo 1,1 0,4 0,6 0,4 1,5

a,b —num mesmo grupo, médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente entre si.

Em relacdo ao percentual de contracdo das feridas este s6 passou a ser observado a
partir do D14 em ambos os grupos, com exce¢do do animal 5 e das feridas do GT nos
animais 2 e 4, onde no D8 ja observou-se contracdo das feridas. Em geral ndo se evidencia
contracdo visivel da ferida até cinco a nove dias apds a lesdo. Essa demora é devido ao
periodo de tempo necessario para que os fibroblastos proliferem na ferida e a contracao
comece (HOSGOOD, 2007).

No D14 o valor médio de contracio obtido no GT foi significativamente menor em
relacdo ao GC, indicando uma menor contragdo das feridas do GT. Em ambos os grupos os
percentuais obtidos em D14 e D22 foram significativamente maiores que o observado em
D8 (Tabela 5). Segundo Modolin e Bevilacqua (1992), o periodo compreendido entre o 7°
e 14° dia apds a lesdo € considerado como o correspondente a fase proliferativa, com
presenca de fibroblastos, que passam a assumir um fenétipo de miofibroblastos, que
correspondem a contracdo da ferida, chegando a 30% da populagdo celular. A maior
contracdo observada nas feridas do GC, no D14, foi um achado inesperado, ja que a
umidade propiciada pelo curativo de pele de ra facilita a migracdo celular e, por
conseguinte, a expressdao dos miofibroblastos. Uma possivel explicacdo seria a tendéncia a
maiores escores de inflamacgao, observados no GT neste periodo experimental, que pode ter

interferido no processo de migracao celular e, consequentemente, na contragcdo da ferida.
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Tabela 5 — Valores individuais, médios e desvios padrdo do percentual de contracdo de
feridas cutaneas tratadas com o curativo biolégico de pele de ra (grupo
tratamento — GT) ou com solu¢do de NaCl a 0,9% (grupo controle — GC) em
caes, segundo o dia de pds-operatério (DPO).

DPO 8 14 22
Grupo
GC GT GC GT GC GT
Animal
1 -10 -37,5 69,3 59,09 53,3 64,44
2 -32 4 65,9 66,66 100 78,12
3 -48,5 -43 64,64 4947 47,61 46
4 -15 14,5 76,08 40,35 78,18 73,53
5 24 10,75 69,4 52,66 47,31 69,17
6 -25 -35 75,8 71,48 100 83,76

Média -17.5° -144% 702° 56,6%*° 71,1°  69.2°
DP 10,6 26,8 48 11,5 25,1 13,2

* —significativamente diferente do grupo controle, neste momento experimental.
a,b —num mesmo grupo, médias seguidas por letras iguais nao diferem significativamente entre si.

4.5 Avaliacao bacteriologica

Nao houve crescimento bacteriano ou fiingico nas amostras de pele conservadas em
glicerina a 99,5%, possivelmente devido a atividade antimicrobiana da glicerina. Resultado
semelhante foi obtido por Aceto et al. (2007) no uso do glicerol a 98% como meio de
conservacdo de membrana amnidtica e pericardio canino utilizados como curativo
biol6gico e Busnardo et al. (2009) onde ndo se observaram sinais de infeccdo, fato
atribuido a agdo antisséptica da glicerina associada a enrofloxacina na hidratacdo da
membrana de peritdnio bovino. Estes resultados comprovam a praticidade e a eficacia da
glicerina, quando utilizada como meio conservante de membranas biologicas.

Diferentes géneros de bactérias foram isoladas dos swabs colhidos das feridas ao
longo do periodo de avaliagdo, tendo-se obtido uma frequéncia relativa bacteriana de
Staphylococcus spp. (66,10%), Streptococcus spp. (15,25%), Enterobacteriaceae spp.
(10,17%) e Corynebacterium spp. (8,48%).

Segundo Bieberstein (2003) os microorganismos Gram-positivos predominam entre
a flora bacteriana residente da pele e os estafilococos caracterizam o componente principal,
estreptococos sdo tidos como provdveis residentes e o difterdide Corynebacterium spp. €

facultativo. A maioria dos membros da familia Enterobacteriaceae habita o intestino dos
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animais (TRABULSI, 1999) sendo considerados microorganismos transitorios comuns na
pele e sua presenca pode ser justificada pelo fato de os animais contaminarem-se com fezes
presentes no ambiente.

Nao houve diferenca significativa em relacdo ao crescimento bacteriano entre
grupos e entre periodos, porém no animal 2 observou-se crescimento bacteriano em ambos
os lados e em todos os momentos de pesquisa microbioldgica, exceto no D2 em ambos o0s
lados e no D6 no lado GT. Uma explicacdo para esse achado é que o animal retirava o
curativo com frequéncia, o que propiciou contato da ferida com o meio exterior,
acarretando a coloniza¢do do ferimento por estes microorganismos.

O ambiente dmido criado entre o curativo e a ferida poderia favorecer a
proliferagdo de bactérias, porém o uso de curativos oclusivos reduz o indice de infecg¢do,
sendo a incidéncia de infeccio com o uso de curativos oclusivos e ndo oclusivos,
respectivamente, de 2,6% e 7,1%. O ambiente formado com a oclusdo da ferida propicia a
acdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro, além de funcionar como uma barreira
contra a penetracdo de microrganismos externos em direcdo a ferida (MENEZES et al.,

2008).
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste experimento conclui-se que o emprego da pele
de Rana catesbeiana como curativo bioldgico oclusivo em feridas cutaneas ndo estimula o
processo cicatricial, embora propicie um menor traumatismo no momento da troca de
curativos e, consequentemente, reducdo da drea de edema, quando comparada ao curativo

com gaze umedecida em NaCl 0,9%.
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