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Efeito da Aplicacao da Membrana de Latex Natural e do Extrato da Pele de
Ra (Lithobates catesbiana) (Shaw, 1802), em Feridas Cirurgicas em Ratos
Wistar

RESUMO - Neste estudo, implantou-se biomembrana de latex natural isolada e
em conjunto com o extrato da pele de ra em feridas cutaneas (2,0 X 2,0 cm) na
regido dorsal de ratos com o intuito de se avaliar o processo de reparacao tecidual
no que se refere a biocompatibilidade, capacidade de reparagdo e possiveis
complicagdes. Utilizou-se 60 ratos da linhagem Wistar, adultos, machos inteiros,
divididos em grupos experimentais: grupo controle (GC), membrana de latex (GM),
grupo 6leo de ra (GO) e grupo membrana de latex e 6leo de ra (GMO), cada um
com 15 animais. Aos trés, cinco, sete, 14 e 21 dias de pds-operatério, os animais
foram eutanasiados mediante 0 emprego de uma dose elevada de tiopental sddico
para avaliacbes macroscépicas, histolégicas e histomorfométricas da regido da
lesdo. No terceiro dia poés-operatério, em todos o0s grupos, as lesdes
apresentavam-se hiperemicas e ndo edematosas. No grupo controle havia inicio
da presenca de crostas e de tecido de granulacdo. Observou-se a presenca de
exudato amarelado e tecido de granulagcédo nas lesdes referentes aos grupos 6leo
e membrana + 6leo, neste Ultimo, em menor quantidade. No quinto dia pés-
operatério as lesdes, de todos os grupos, apresentaram-se com as margens
retraidas; no GC as crostas cobriram toda a lesdo; no GM observou-se a presenca
de tecido de granulagédo nas margens da ferida; no GO verificou-se a presenca de
algumas crostas e aspecto hiperémico com tecido de granulagcdo, no grupo
membrana + 6leo o tecido de granulagdo foi intenso No sétimo dia de pés-
operatorio, verificou-se que a retragao progrediu nas margens das lesdes, além da
presenca de granulagdo vermelho brilhante e crostas, principalmente nos grupos
GC, GM e GO Apds este periodo houve espessamento das crostas e retracéao
continua, ainda com presenca de tecido de granulacdo. No 14° dia as crostas
comegaram a se destacar evoluindo para a epitelizagdo que se completou no 21°
dia, com surgimento de novos pelos ao redor da lesdo, em todos os animais
Foram observados, sob microscopia de luz, células normais envolvidas no
processo de reparagao tecidual em todos os grupos, além de neovasos No grupo
GM a neovascularizagao foi mais intensa que nos grupos GC, GO e GMO, o que
propiciou acelerada reparagao tecidual.

Palavras-chave: pele, cicatrizagcao, reparacao, latex, 6leo



Xii

Effect of Implementation of the membrane of Natural Latex and extract the
skin of Frogs (Lithobates catesbiana) (Shaw, 1802), in surgical wound in
Wistar rats

SUMMARY: In this study of the biomembrane of the natural latex and extract of
the skin frog, isolated and together, where implanted utilized to replace a
cutaneous rats in the dorsal region of the mice, with purpose of evaluation of the
tissue repair process in regard of its biocompatility, scar formation ability and
possible complication. Sixty Wistar mices adult and entire males were divided in
four experimental groups: control group (GC), membrane of the latex group (GM),
oil of the frog group (GO) and group membrane of latex with oil of the frog group
(GMO), each one with 15 animals. The animals were euthanized at three, five,
seven, 14 and 21 days of post operative, by use of an elevated dosage of sodium
tiopental, followed by macroscopic, microscopic and stereologic evaluations of the
area of the lesion. Macroscopically, in the third post operative day, in all of the
groups, the lesions were hiperemic but were not edematous. In the control group
there were present crusts and of granulation tissue. It was observed the presence
of yellowish exudato and granulation tissue in the lesions to the groups oil and
membrane with oil, in this last one, in smaller amount. In the 5th post operative day
the lesions, of all the groups, came with the reserved margins; in GC the crusts
covered the whole lesion; in GM the presence of granulation tissue was observed
in the margins of the wound; in GO it verified the presence of some crusts and
hiperemic aspect with tissue granulation. In the group membrane with the oil the
granulation tissue was intense. In the 7 th day of post operative, it was verified that
the retraction progressed in the margins of the lesions, besides the brilliant red
granulation presence and crusts, mainly in the groups GC, GM and GO After this
period there was thickening of the crusts and continuous retraction, still with the
presence of granulation fabric. In the 14th day the crusts began standing out
developing for the epithelization that was completed in the 21st day, with
appearance of new for the around of the lesion0, in animals of all groups. There
were observed by microscopic, normal cells involved in the tissue repair process
and neovascularization in all the groups besides, new vessels. In the group GM the
neovascularization was more intense than in the groups GC, GO and GMO, that
propitiated accelerated repair tissue.

Keywords: skin, healing, repair, latex, oil,



I. INTRODUGAO

As lesbes de pele, particularmente as feridas, possuem grande importancia
clinica em funcédo da sua alta freqiéncia, da morbidade que causam, da alta
incidéncia de proliferacdo bacteriana que ocorre na maioria delas e, ainda devido
ao alto custo dos tratamentos, tanto em decorréncia do pre¢co dos medicamentos,
da quantidade de farmacos utilizadas e ainda em consequéncia do tempo
necessario para que ocorra cicatrizagao por segunda intencao. (SOUZA, 1989).

O abuso e o uso indiscriminado de farmacos sao os principais fatores de
inducao a resisténcia de microrganismos aos medicamentos (HEINEMANN JR. et
al., 2000) e este crescente impacto tem movimentado varios grupos de pesquisa,
assim como a industria farmacéutica para desenvolvimento de novos farmacos
que sejam capazes de lidar efetivamente com as estratégias de adaptacao que
esses organismos elaboram, em face de todo o tipo de situagao adversa (PRATES
& BLOCH JR., 2004).



Nesta busca predomina a procura por substancias mais adequadas
existentes na natureza que constituem alternativas para o tratamento local das
feridas, diminuindo os custos elevados dos curativos oclusivos, sintéticos ou
biossintéticos (CHANDA et al., 1994).

Varios materiais biolégicos tém sido empregados como curativo oclusivo, por
possuirem propriedades antibacterianas e analgésicas, além de acelerar a
formacdo de tecido de granulagdo e epitelizagdo, (PREVEL et al.,, 1995). Os
tecidos de origem bioldgica, obtidos a partir de animais da mesma espécie ou de
espécies diferentes comportam-se, do ponto de vista imunolégico,
respectivamente, como materiais alogénicos e xenogénicos, podendo induzir
rejeicao, constituindo assim, fator que restringe a eficacia e o tempo de uso como
curativo ou enxerto (CHEM et al., 1992; JIA et al. 1995; SANTILLAN-DOHERTY et
al., 1996; ESCUDERO et al., 1997; RICHTERS et al. 1997; SCHORLEMMER &
KURRLE, 1997; SCHORLEMMER & KURRLE, 1998).

Pesquisadores dos Departamentos de Bioquimica, Imunologia Cirurgia e
Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP, recentemente,
descobriram que o latex extraido da seringueira (Hevea brasiliensis), quando
adequadamente processado, possuia propriedades que facilitavam a regeneragcao
tecidual, acelerando a reconstituicdo de diversos tecidos do corpo.

Neste contexto, interessaram, particularmente, estudar a aplicagdo da
biomembrana derivada do latex natural, e do 6leo de ra (Rana catesbeiana -
Shaw, 1802) como tratamentos alternativos naturais na cicatrizacao de lesées, pois
poucos sao os estudos especificos sobre o assunto na literatura especializada.

Assim, objetivou-se analisar estruturalmente, quantitativamente e
comparativamente os efeitos da aplicacdo isolada e conjunta da Membrana de
Latex e do Oleo de R&, em lesdes cutdneas provocadas experimentalmente
medindo 2 cm X 2 cm, na regido do dorso de Ratos Wistar, machos com peso

entre 150 a 200 gramas.



Il. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Reparacao Tecidual

Os processos de cicatrizagao tecidual, essenciais para a sobrevivéncia dos
seres vivos, de um modo geral, sdo fenbmenos que podem ser apresentados
subdivididos nas seguintes fases: (1) fase de Coagulagao, de inicio imediato logo
apds o trauma, caracterizada pela formagao de um tampao hemostatico primario
(crosta hemato-fibrinosa), formado por plaquetas, ativacdo dos fatores da
coagulacdo e liberagcdo de mediadores quimicos solluveis, responsaveis pelo
desencadeamento dos estagios subseqlientes; (2) fase inflamatéria, responsavel
por alteragdes vasculares e influxo de células inflamatorias (polimorfonucleares,
macroéfago e linfécito) para o sitio da lesao; (3) fase de proliferagao, caracterizada
pela proliferagdo de células endoteliais de pequenos vasos sanguineos
(angiogénese), fibroblastos e producdao de matriz colageno, responsaveis pela
formacgéo do tecido de granulagao, e inicio da proliferagao de células epiteliais das
camadas basais; e (4) fase reparadora, responsavel pela remodelagem tecidual,

com a substituicdo do tecido de granulagdo por tecido conjuntivo denso, e a



recomposicao celular da epiderme (GONGCALVES & PARIZOTTO, 1998;
STEVENS, 2000; ROBINS et al; 2005).

Em feridas cirurgicas, aproximadas por suturas, ocorre a cicatrizagao por
primeira intengdo, evento este também denominado de unidao primaria. A
cicatrizagdo por segunda intengcao ocorre quando a perda de células e tecidos é
mais intensa No processo de cicatrizagao tanto por primeira, quanto por segunda
intencdo, ocorrem as seguintes etapas: No periodo inicial de 24 horas, surgem
neutroéfilos nas margens da incisdo, que se deslocam para o coagulo de fibrina. A
epiderme sofre espessamento nas bordas seccionadas em decorréncia da
atividade mitética das células basais, e, entre 24 a 48 horas, projecdes de células
epiteliais das bordas migram e crescem ao longo das margens cortadas da derme,
depositando componentes da Membrana Basal (MB) a medida que se deslocam.
Essas células fundem-se na linha média, abaixo da crosta superficial, produzindo,
assim, uma camada epitelial continua, porém fina. A partir do terceiro dia, os
neutréfilos sdo, em sua maior parte, substituidos por macréfagos. O tecido de
granulacdo invade progressivamente o espagco da incisdo. Nesse momento,
aparecem fibras de colageno nas margens da incisdo; sendo que, inicialmente,
possuem orientacdo vertical e ndo estabelecem pontes sobre a incisdo. A
proliferacdo de células epiteliais prossegue com conseqlente espessamento da
camada epidérmica de revestimento.Até o quinto dia, o espago incisional é
preenchido por tecido de granulagdo. A neovascularizacdo torna-se maxima. As
fileiras de colageno ficam mais abundantes e comegcam a formar pontes na
incisdo. A epiderme recupera a sua espessura normal, e a diferenciacdo das
células superficiais produz uma arquitetura epidérmica madura com queratinizacao
superficial (COTRAN et al., 2000).

COTRAN et al., (2000) acrescentaram que durante a segunda semana,
ocorre acumulo continuo de colageno, bem como proliferagdo dos fibroblastos. O
infilirado de leucdcitos, o edema e o aumento da vascularizacdo ja desaparecem
em sua maior parte. Nessa ocasido, inicia-se 0 longo processo de
empalidecimento, devido ao aumento do acumulo de colageno na cicatriz

incisional, acompanhado de regressdo dos canais vasculares (COTRAN et al.,



2000).No final do primeiro més, a cicatriz consiste em tecido conjuntivo celular
destituido de infiltrado inflamatério, recoberto por uma epiderme intacta. Os
anexos dérmicos destruidos na linha de incisdo sao perdidos permanentemente. A
forca elastica da ferida aumenta posteriormente, mas podem ser necessarios
meses para que a recuperacgao tecidual consiga sua forgca maxima. Embora ocorra
cicatrizacao eficiente da maioria das lesdes cutaneas, a cicatriz final pode nao ser
funcionalmente perfeita. Os anexos epidérmicos nao se regeneram, e pode
permanecer uma cicatriz densa de tecido conjuntivo no lugar da rede

mecanicamente eficiente de colageno na derme nao lesada.

2.2 Consideracoes Gerais Sobre Membranas Biolégicas

Quanto as membranas bioldgicas, o principal objetivo da utilizacdo desta
estrutura, originarias de diferentes espécies animais, bem como o emprego de
implantes sintéticos, é fornecer arcabougo para orientagdo e desenvolvimento de
novos tecidos mediante processos de reparacao, que restabelecam a estrutura e a
funcéo do 6rgao atingido (BATISTA et al., 1996).

O processamento quimico do latex realizado introduziu modificagbes nas
propriedades bioldgicas do latex necessarias para seu uso no corpo de
mamiferos. Essas modificagcbes envolveram filtragem, adigdes quimicas e uma
forma especial de vulcanizagdao do material. Desse processamento resultou em
uma delgada membrana que foi utilizada em diversos experimentos, realizados
para conhecer as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais do material, bem
como determinar sua biocompatibilidade com os sistemas biol6gicos (THOMAZINI
etal., 1997; LACHAT et al., 1997; MRUE et al., 2004).

Para a confeccdo da membrana de latex utilizou-se como matéria prima o
latex extraido da Haevea brasiliensis, arvore popularmente conhecida como
seringueira. O latex foi processado atravées de uma técnica diferente da
vulcanizagdo, que € a convencional. A vulcanizagdo consiste no mecanismo pelo

qual a Industria da Borracha produz materiais amplamente usados na pratica



médica como, por exemplo: luvas, tubo traqueal, preservativos entre outro. A
adicdo de talco na finalizacdo de alguns desses produtos, reagem com certas
proteinas do latex o que promove, em alguns casos, reagdes de hipersensibilidade
(MRUE, 1996; MRUE et al., 2004).

A membrana de latex obtida é fina, elastica, translucida, com estrutura
composta de cadeias de poliisopreno e proteinas, similar a uma membrana
celular. A microscopia eletronica, revelou que esta possui uma microarquitetura de
superficie com aspecto rugoso, com reentrancias e saliéncias. Ha ainda em sua
composicao 0,1% de polilisina que é uma proteina sintética capaz de proporcionar
estimulo a adesdo de células. Essas duas caracteristicas associadas
desempenham papel importante nos processos de adesao celular e manutencao
da vascularizagdo da interface tecido-membrana (MRUE, 1996; MRUE, 2000).

Apo6s 10 dias do implante de membrana de latex como substituta parcial no
es6fago cervical de oito caes, as préteses integras foram expelidas nas fezes e ao
se realizarem endoscopias e andlise histologica, constatou-se que um novo
es6fago havia se formado, com camadas iguais ao tecido esofagico nativo
(MRUE, 1996 e MRUE et al., 1996).

Foram aplicados testes fisicos para avaliar a complacéncia e o ponto de
ruptura do material. A membrana de latex se mostrou com alta resisténcia, com
pontos de ruptura de 23,64 x 106 N/m2 e 4,3 x1 06 N/m2 nas direcdes transversal
e longitudinal, respectivamente. O limite elastico foi de 0,13 x 106 N/m2 na
transversal e 0,47 x 106 N/m2 na longitudinal. Mostrou-se impermeavel ao ser
testada a passagem de corantes pela sua parede (THOMAZINI et al., 1997).

O biopolimero de latex foi inicialmente langcado para tratamento de Ulceras
cronicas de pés e pernas em humanos. POTERIO-FILHO et al. (1999) aplicaram a
membrana sob forma de curativos diarios em 11 pacientes que possuiam Ulceras
isquémicas de pernas e pés hd mais de quatro meses, observando a ocorréncia
de rapida cicatrizacdo devido a potente acdo angiogénica do produto. Seis
pacientes apresentaram cicatrizagdo completa das Ulceras, quatro tiveram

cicatrizacao até 50% da ferida e em somente um a alteragdo foi minima.



A membrana foi utilizada como implante transitério na técnica cirurgica
denominada Miringoplastia em 35 pacientes humanos que apresentavam
perfuragdo timpanica, em graus variaveis, sendo observado que em 100% dos
casos a cicatrizagao foi acelerada com intensa neovascularizagao (OLIVEIRA et
al., 1999).

O implante parcial do biopolimero de latex no pericardio de quatro caes
mostrou-se efetivo em 75% dos casos (irés animais). Transcorrido 345 dias do
procedimento cirurgico, apresentaram regeneracao do pericardio original. Nao foi
observada aderéncia de nenhuma estrutura da cavidade toracica a membrana. Os
aspectos histologicos, da interface enxerto-tecido nativo, evidenciaram
proliferagao fibroblastica e vascular, além de revestimento mesotelial crescente
(SADER et al., 2000).

Na busca de material ideal para a confec¢ao de capsula como dispositivo de
isolamento celular, especificamente no isolamento de ilhotas pancreéaticas para
implante em diabéticos, MENTE & CENEVIVA (2001) implantaram segmento de
material a base de latex no subcutédneo do dorso de ratos normais e diabéticos,
avaliando a biocompatibilidade e ocorréncia de neoformacdo vascular; assim
verificaram que apo6s 21 dias, os dois tipos de membranas (com e sem polilisina)
mostraram-se biocompativeis com o organismo, tanto nos animais normais quanto
nos diabéticos. Observaram aumento da vascularizagao local, também nao houve
aderéncias com o tecido adjacente, sendo as membranas facilmente removiveis.
Analisando os cortes histolégicos de material de todos os animais constataram
que na interface tecido-membrana houve formacao de epitélio constituido por
células alongadas que lembravam o endotélio, e também infiltrado mononuclear.
No tecido conjuntivo frouxo de cerca de 40 um da membrana havia discreto
infilirado inflamatorio crénico, poucos fibrécitos e fibroblastos, discreta fibrose e
aumento moderado da quantidade de capilares. Concluiram que mediante
achados iniciais, 0 material poderia apresentar algum potencial para a confeccao
de dispositivos de isolamento celular.

Dezesseis pacientes humanos que apresentavam Ulceras cronicas de

membro inferior (perna), secundarias a insuficiéncia venosa isolada ou associada



a hipertensao arterial, foram submetidos a tratamento com a membrana de latex e
verificou-se a presenca de sinais clinicos de granulacdo, apds sete dias; a
reepitelizacdo foi confirmada mediante exame histopatolégico (FRADE et al.,
2003).

Ao se aplicar o biopolimero de latex, por dias alternados, em humanos
acometidos de diabete tipo Il que apresentava Ulcera de aspecto necrético e
sensibilidade dolorosa local, nos membros inferiores, constatou-se, apés uma
semana, a ocorréncia de cicatrizacdo em 70% da lesao, além da auséncia de dor.
No quarto més o local da lesdo apresentava-se totalmente reepitelizado (FRADE
et al., 2003).

Na utilizagdo da membrana de latex em miringoplastia, realizada em 200
pacientes humanos, nos quais havia perfuracao timpanica, verificou-se que aos 28
dias pos-operatorio, 90,5% dos ouvidos apresentaram perda total do enxerto;
também foi observada a ocorréncia de grande vascularizagdo e hiperemia, fato
este ndo verificado em miringoplastias classicas. Apds dois meses, os timpanos
estavam normais. (OLIVEIRA et al., 2003).

Detectou-se a presenca de fatores de crescimento, tais como vascular
endotelial “growth factor (VEGF)” e “transforming growth factor 81 (TGFB1)” na
composi¢cdo da biomembrana, os quais provavelmente sdo responsaveis pela
inducéo da cicatrizagao (FRADE et al., 2004).

Mediante a aplicagdo experimental da membrana de latex na reconstrugéo
conjuntival em 15 coelhos, constatou-se a ndo aderéncia dessa membrana ao
tecido subjacente. A recuperacao satisfatoria, verificada em nove animais, sugere
que este material pode acelerar a cicatrizagdo da conjuntiva; o potencial de
promover a reparacgdo foi inferido a ocorréncia do elevado nuimero de vasos
observados, por campo Optico analisado, na microscopia de luz, sendo este
numero o dobro daquele verificado no tratamento convencional, confirmando o
potencial desta membrana em promover a neoangiogénese (PINHO et al., 2004).

Comparando-se o implante de membrana de latex da seringueira com e sem
polilisina 0,1% ao da aplicacdo da tela de marlex na recuperacdo de defeitos

abdominais iatrogénicos em ratos, verificaram-se, como principais alteracées, a



ocorréncia de deiscéncia e evisceragdao. Nos grupos tratados com membranas de
latex; também nesses grupos ocorreu a eliminacdo dos implantes no periodo
médio de 13,8 dias. Na andlise histopatolégica de ambos os grupos verificou-se
que aos cinco dias houve reacdo de granulacao fibrovascular, com expressiva
angiogénese, na face peritoneal do implante, além de reagdao granulomatosa, tipo
corpo estranho, nas bordas da ferida. A similaridade histolégica entre os grupos,
caracterizada pela presenca de infiltrado inflamatério granulomatoso com
proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso, grande quantidade de macro6fagos,
células gigantes multinucleadas tipo Langerhans e corpo estranho, linfécitos e
plasmécitos de permeio, neutrofilos, eosindfilos e raros mastocitos e também, a
formacédo de tecido conjuntivo fibroso de reparacdo, sugerem similaridade na
aplicacao de ambos os materiais (PAULO et al., 2005).

Para o revestimento da cavidade aberta nas timpanomastoidectomia foram
analisadas 64 orelhas de humanos submetidos a esta técnica e a meatoplastia. A
membrana de latex foi utilizada em 54 das orelhas operadas, sendo que, nas
outras 10 orelhas, foi realizado o tamponamento da cavidade, somente com fita
cardiaca. Na maioria das 54 orelhas onde a membrana foi utilizada observou-se
maior facilidade na remog¢do do curativo tampdo (sem sangramento ou
desconforto para o paciente), menor demanda de tempo para sua retirada, além
da epitelizacdo mais precoce da neocavidade (SOUSA et al., 2007).

Foram implantados dois tipos de membranas de latex confeccionadas no
Laboratério de Tecnologia Quimica da Universidade de Brasilia (LATEQ — UnB) e
uma membrana ja em uso comercial: M1 - latex in natura (ndo centrifugado), M2 -
latex in natura, mais enxofre (3ml) e &cido férmico; M3 - latex centrifugado,
polilisina 0,1%® (modelo comercial) no intuito de verificar a biocompatibilidade e a
resisténcia dos trés diferentes tipos de membranas de latex. Os implantes foram
colocados entre os musculos cutdneo e reto do abdome, em seis cadelas,
mediante procedimento cirurgico e, apds 45 dias, foram removidos e submetidos a
exames histologicos e verificou-se que as diferentes formulagbes para as
membranas de latex testadas oferecem resisténcia apropriada para a sua

implantagdo na reparacdo da bainha muscular em cées; no entanto, apenas as
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formulagcdées das membranas M1 e M3 sdo biocompativeis (ZIMMERMANN et al.,
2007).

2.3 Consideracoes Referentes a Pele de Ra e sua Utilizacao no Tratamento
Alternativo de Feridas

No que se refere a pele de ras, sabe-se que os vertebrados, mais
precisamente os anfibios da ordem Anura, representam um verdadeiro laboratério
de bioquimica, tendo em vista o arsenal de toxinas que fabricam (SEBBEN, et al.,
1993).

Nas células que revestem as paredes das glandulas presentes na pele
desses animais é produzida uma variedade de principios ativos que compreendem
moléculas alifaticas, aromaticas e heterociclicas, além de uma diversificada gama
de esterdides, de alcaldides, de aminas biogénicas, de derivados guanidinicos, de
proteinas, peptideos, e todo o sistema enzimatico envolvido na sua biossintese.
Essas moléculas acumulam-se em granulos, os quais compdem uma luz de
glandulas dérmicas e séo liberadas mediante estimulos apropriados. Seu papel é
muito diversificado sobre as funcdes fisiolégicas da pele ou na defesa contra
predadores e microrganismos. Grande numero desses compostos ja se encontra
caracterizado estrutural e funcionalmente (SEBBEN, et al., 1993).

A rd como a maioria das espécies de anfibios apresenta grande variedade de
substancias quimicas no muco secretado pelas glandulas epidérmicas, as quais
vém sendo estudadas pela industria farmacéutica para a fabricacao de antibiéticos
e outros medicamentos, constituindo-se em um novo campo de estudo da
farmacologia (CLARK et al., 1994; MOR et al. 1994; FEIO, 1997).

A pele de ra da espécie Lithobates catesbiana — (Shaw, 1802) tem sido
utilizada como tratamento alternativo em queimaduras de segundo grau. Outra
aplicacao € em cobertura temporaria em area doadora de enxerto de pele e em

ferida com tecido em fase de granulacdo (CANDIDO, 2001).
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A ra-touro ou ra americana cujo nome cientifico é Rana catesbeiana — (Shaw,
I802) € uma espécie originaria da América do Norte e foi introduzida no Brasil em
1935, apresentando excelente adaptacdo as nossas condi¢cdes climaticas, com
rapido desenvolvimento e maturidade precoce. (CANDIDO, 2001).

Segundo MORAES, (2004), a pele da ra possui uma camada transparente
abaixo da derme que nao reage contra a epiderme humana sendo ideal para a
formacao de bancos de pele para tratamento de queimaduras extensas e graves.
A queratina presente em sua pele serve para produzir gelatinas ricas em émega-3,
para fabricagdo de cosméticos e tratamento de queimaduras, sendo o colageno
utilizado na fabricacdo de cosméticos.

Durante o uso de pele de Rana catesbeiana como cobertura temporaria de
feridas produzidas por queimadura grave em humanos, conservada por
congelamento, sem a preocupacdo de manter a viabilidade desse tecido, néo
foram relatados fenédmenos de rejeicao (GOMES et al., 1995). Por outro lado, a
depressao imunolégica encontrada em pacientes portadores de queimaduras
extensas também poderia concorrer para o aumento de tolerdncia aos enxertos
(KOLENIK et al., 1995;).

FALCAO et al. (2002) a investigarem o efeito da pele de ra Rana catesbeiana
preservadas em solugdo de NaCl e glicerol sob temperatura de -4°C , que foram
descongeladas e aplicadas como curativo oclusivo em feridas cutaneas de caes,
constataram que a pele de ra nao foi efetiva neste tratamento, havendo ocorréncia
de rejeicao, sugerida como um fator causal. Assim, estes autores ressaltam a
necessidade do desenvolvimento de outros projetos com o propésito de
estabelecer o modo mais eficaz de utilizar a pele de Rana catesbeiana, como
curativo bioldgico oclusivo, em feridas cutaneas excisionais.

Para avaliar a cicatrizagcdo de feridas na pele de ratos Wistar fémeas
pesando 100-120 gramas, (SAl & BABU, 2001) realizou-se lesdes com o tamanho
padrdo de 5 cm? nos animais, os quais foram divididos em dois grupos, a saber:
experimental e controle. No grupo experimental as feridas foram revestidas com a
pele do dorso de ras (Rana tigerina), recentemente sacrificadas. No grupo controle

foram recobertas com gaze de algodao. Apéds verificagbes macroscopicas de dois
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em dois dias, até a cicatrizagéo total das feridas, constatou-se a cicatrizacdo mais
rapida no grupo experimental, quando comparada a do grupo de controle.
Também foi extraido o colageno, da pele das ras para a caracterizagdo de sua
identidade e organizagdo, pois esta substdncia é a maior matriz protéica
conhecida, que desempenha um importante papel na cicatrizacdo de feridas.
Assim, foram observadas diferencas interessantes no colageno da pele da ra,
quando comparado ao colageno de outros vertebrados. O colageno da pele da ra
possui propriedades fisico-quimicas Unicas correlacionadas ao habitat dos anfibios

Para SA (2005) a pele dos anfibios exibe um verdadeiro arsenal de
compostos quimicos naturais, com diversificadas atividades biolégicas. Esses
compostos fazem parte de um complexo sistema de defesa passiva dos anfibios
contra substancias prejudiciais com as quais eles tém contato nos seus habitats.
Este mesmo autor, ao investigar a atividade imunomoduladora dos extratos
preparados das peles e glandulas de oito espécies de anuros nativos ou
endémicos da regido do semi-arido brasileiro demonstrou que essas espécies

apresentam uma potencial fonte de moléculas com atividade imunomoduladora.

2.4 Emprego da Estereologia

O emprego de avaliagbes morfolégicas e, principalmente, estereoldgicas
foram fundamentais na andlise comparativa entre mucosa vesical normal e
comprometida por variados graus de carcinoma, em humanos, pois permitiu a
estimativa imparcial do volume nuclear das células epiteliais vesicais, sendo esses
dados mais precisos essenciais na diferenciacdo entre lesées neoplasicas e néao
neoplasicas (NIELSEN et al., 1986).

Nos Uultimos 50 anos, estudos estereoldgicos apareceram com maior
freqliéncia na literatura, tendo como objetivo determinar pardmetros quantitativos
tridimensionais de estruturas anatémicas, a partir de cortes bidimensionais. Utiliza-
se a geometria e os célculos sdo baseados na estatistica, os dados obtidos

provém diretamente da microscopia dptica e eletronica. Apresenta como conceito
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bésico determinagbes “sem desvio” (sem viés) e pouca variabilidade (PEREIRA &
MANDARIM-DE-LACERDA, 2001).

A Estereologia apresenta ainda vantagens, quanto aos estudos qualitativos,
pois seus resultados sdao numéricos e nao subjetivos, sendo, portanto
reproduziveis em qualquer outro laboratério, além é claro do fundamento
estatistico bem estabelecido que respalde este método (PEREIRA & MANDARIM-
DE-LACERDA, 2001).

Realizou-se experimentalmente a obstrucdo uretral em “minipigs” para
observar a ocorréncia de possiveis alteracbes morfolégicas na bexiga destes
animais. Mediante analise estereoldgica pdde-se quantificar o tamanho e o
namero de células vesicais, além do tipo de colageno presente, sendo observada,
apdés o periodo de recuperagdo, mudanca irreversivel quanto ao aumento no
namero de células musculares lisas e maior proporcao de colageno tipo | em
relacdo ao do tipo Il. Por outro lado, constatou-se que todas as outras alteragdes
foram reversiveis (NIELSEN, 1997).

Em estudo sobre os efeitos da obstrugdo uretral parcial na musculatura da
bexiga urinaria de coelhos da raca Norfolk, SASAHARA et al. (2007), ao utilizarem
a estereologia verificaram tanto a ocorréncia dos mecanismos de hipertrofia e
hiperplasia na bexiga urinaria desses animais, como também puderam detalhar a
sequéncia exata em que estes eventos aparecem.

AGUILA et al. (1998) utilizaram esta metodologia para comparar as
diferencas quantitativas na composicao e estrutura do miocardio de ratos jovens e
idosos, revelando que no envelhecimento ocorre perda de midcitos cardiacos e
hipertrofia das células remanescentes.

Entre outras aplicabilidades, a estereologia, possibilitou detectar e
quantificar as alteracbes que ocorrem na parede do célon em conseqiiéncia da
derivagdo (colostomia em alga), por meio de estudo comparativo entre ratos
adultos da raga Wistar, do sexo masculino, divididos em um grupo controle e um
grupo submetido a derivagdo, assim, o autor concluiu que a derivagdo causa
atrofia da mucosa colbnica, devida principalmente a atrofia do epitélio (LOPES,
2002).
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lll. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 60 ratos, machos, da linhagem Wistar pesando entre 150 e

200 gramas provenientes do Biotério Central do Campus de Botucatu — UNESP.

Os animais foram mantidos, durante a fase experimental, em gaiolas
individuais de 30cm x 20cm x 18cm localizadas no Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal, da FCAV, Campus de Jaboticabal, UNESP, e
receberam racao e agua a vontade.

Os animais foram divididos, de acordo com os devidos tratamentos em quatro
grupos experimentais: Grupo Controle (n=15); Grupo Membrana de Latex (n=15);

Grupo Oleo de R4 (n=15) e Grupo Membrana de Latex e Oleo de Ra (n=15).

3.2. Consideracoes éticas
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O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar
Animal (CEBEA) da FCAV, Céampus de Jaboticabal, UNESP, sob protocolo n°
008579-07, pois esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdao Animal (COBEA).

3.3 Aquisicao da Membrana de Latex Natural e do Extrato da Pele de Ra

A membrana de latex natural, nome comercial Biocure® produzida pela
empresa Pelenova Biotecnologia S. A., inscrita no CNPJ sob o n° 05 051
581/0001-01, foi fornecida pelo Prof. Dr. Joaquim Coutinho Netto do Departamento
de Bioquimica e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

O produto foi mantido em sua embalagem original, em local fresco e seco,
até o momento do procedimento cirargico.

O extrato da pele de ra (Rana catesbeiana - Shaw, 1802) utilizado foi
proveniente de Asmarana Industria e Comércio de Produtos Naturais Ltda, (Av.
Deodoro da Fonseca, 533, Natal, RN), lote 179.

3.4 Procedimento Experimental
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Para a realizacdo da ferida cirargica no dorso dos animais apés jejum
alimentar de 12 horas (agua “ad libitum”), procedeu-se a anestesia que constou do
seguinte protocolo: associagdo anestésica de 1 ml de quetamina 5% com 1ml de
xilasina 2%, na dose de 0,2ml/100g de peso corporal (aplicagdo Unica) pela via
intramuscular.

Em seguida os animais foram posicionados em decubito ventral, realizou-se
a ampla tricotomia da regidao dorsal, anti-sepsia com iodo degermante, alcool 70%
e iodo povidini. Em sequéncia, com o uso de um bisturi, foi feita uma incisao
cranial — caudal da pele e com o auxilio de tesoura foi retirado segmento de pele
de 2cm X 2cm do dorso desses animais e submetidos ao procedimento descrito a
saber:

No Grupo Controle (n=15) foi efetuada, a retirada de segmento cutaneo na
regido do dorso de cada animal (FIGURA 1).

FIGURA 1. Imagem fotogréfica, ilustrando a seqiiéncia da ferida cirirgica na
regido dorsal de ratos (Wistar). Observar em A a demarcacgéo da
lesdo, em B e C a realizacdo da incisdo e em D a leséo.

No Grupo Membrana de Latex (n=15), a regido preparada cirurgicamente

recebeu fragmento de membrana de latex de dimensdo aproximada, que foi
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suturada no local, com fio inabsorvivel sintético (nailon 4-0) com pontos simples

separados nas quatro bordas da ferida (FIGURA 2).

FIGURA 2. Imagem fotografica, ilustrando a seqliéncia do emprego da
membrana de latex na regido dorsal de ratos (Wistar). Observar
em A a delimitagdo da incisdo na pele do dorso (circundada), em
B o rebatimento do segmento de pele a ser retirado (seta), em C a
lesdo circundada e em D a ferida recoberta com membrana de
latex; observar os pontos de sutura (setas).

No Grupo Oleo de Ra (n=15), apés a retirada do segmento cutaneo na
regiao dorsal de cada animal, foi aplicado no local trés gotas de extrato de 6leo de
ra (FIGURA 3).
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FIGURA 3. Imagem fotografica, ilustrando a seqiiéncia do uso do extrato de 6leo
de ra na regido dorsal de ratos (Wistar). Observar em A e B a seqiiéncia
da realizacdo da lesdo, em C aplicagao do 6leo de rda e em D o aspecto
final da leséo.

No Grupo Membrana de Latex e Oleo de Ra (n=15), ap6s a retirada de
segmento cutdneo na regiao dorsal de cada animal, foi aplicado no local da leséo
trés gotas de extrato de 6leo de ra seguido do implante da membrana de latex de
dimensdo aproximada, que foi suturada no local, com fio inabsorvivel sintético
(nailon 4-0) com pontos simples separados nas quatro bordas da ferida (FIGURA
4).
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FIGURA 4. Imagem fotogréfica, ilustrando a seqiiéncia do uso do extrato de 6leo
de ra e emprego de membrana de latex na regido dorsal de ratos
(Wistar). Observar em A a demarcagao da leséo, em B a leséo, em
C a aplicagao do 6leo de rd e em D a colocagdo da membrana em
ratos Wistar, machos.

Todos os animais foram avaliados no periodo pds-operatério imediato quanto
a recuperacgao anestésica e a cada 24 horas. Foi feita avaliagdo em cinco tempos
distintos, a saber: aos trés (3), cinco (5), sete (7), 14 e 21 dias pds-operatorios,
sendo que trés ratos de cada grupo experimental (GC, GM, GO e GMO) foram
eutanasiados em cada tempo. Durante todo o periodo que antecedeu a colheita do
material a ser analisado, foram observadas as seguintes caracteristicas: aspecto
da ferida cirurgica, estado geral dos animais, ingestdo de alimento e agua e
aspecto das fezes. Para avaliagdes macroscépicas € histoldgicas, os ratos foram
eutanasiados mediante a administragdo de dose elevada (400mg/Kg) de tiopental
soédico, por via intraperitoneal (IP), procurando evitar qualquer tipo de desconforto
ao animal.

Apés a eutandsia dos animais, foram analisadas as ocorréncias de
hemorragia e de rejei¢ao, tanto da membrana quanto do éleo, além da presenca
de crostas, secrecao, e necrose.

Apo6s os procedimentos descritos, o material foi colhido com margem de

aproximadamente 1 cm ao redor da lesdo (Esquemat), pesado em balanca
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adequada (BEL MARK 210A), fixado em Karnowisk e, em seqlUéncia, preparado e
analisado histologicamente.

Regiao colhida,
pesada e fixada

ESQUEMA 1. Desenho esquematico onde se
observa a regido da lesdo dos ratos
analisados em azul e a regidao do
material colhido em vermelho.

O segmento de cada animal foi pesado logo ap6s sua retirada e, em
seguida colocado em fixador Karnowisk, onde permaneceu por 24 horas; apos a
fixacdo foi lavado em solugdo tampado fosfato de sddio e colocado para
conservagdo em alcool 80% até o momento da inclusdo em Historesin® (Leica-
Germany).

Para esta inclusdo necessitou-se da retirada de amostras do segmento
total. Para tanto, sobre cada segmento colocou-se uma pelicula de acetato
quadriculada (0,5cm x 0,5cm = 0,25cm? e colheram-se trés amostras aleatérias

com o auxilio de um “punch” de 0,3 cm (Esquema 2).
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0,5cm
0,5cm

ESQUEMA 2. Desenho esquemético onde estao
representados: o segmento colhido
inicialmente em azul; a pelicula de
acetato quadriculada sobre esse
segmento e, em vermelho as amostras
colhidas com auxilio de “punch” para
serem processadas em resina pléstica.

Com as amostras que foram colhidas com o auxilio de “punch” realizou-se a
desidratacao, infiltracdo, inclusdo que consiste em misturar a historesina com o
endurecedor, colocar essa mistura nos moldes de polietileno (histomold) e
distribuir os fragmentos do material nestes moldes. O histomold foi levado para a
estufa a 37,5°C até a polimerizacdo. Na fase seguinte o material foi seccionado
em microtomo automatico (Leica-RM2155), utilizando navalhas de vidro, obtendo-
se cortes semi-seriados de trés micrometros, que foram corados com Hematoxilina
e Floxina (HF) e Tricromio de Masson (TM).

Apo6s a remogao dos das amostras colhidas com o auxilio do “punch”, um
segmento do material restante foi processado para inclusdo em Histosec®
(parafina), dessa forma, o segmento restante foi submetido a desidratagdo, em
concentragcbes crescentes de alcool (80, 90, e 3 vezes em 100%), por
aproximadamente 90 minutos. Apds este procedimento, a embebi¢cdo do material
foi feita em Histosec® por 90 minutos, na faixa de 60°C a 70°C de temperatura,
onde se procedeu a inclusdo. A microtomia dos fragmentos foi realizada em
micrétomo automatico (Leica, RM 2155), com auxilio de navalhas descartaveis,
obtendo-se cortes de 5um de espessura, que foram fixados em l|aminas e
submetidos as coloragdes por Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricrémio de Masson
(TM).
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Ambos os procedimentos foram realizados no Departamento de Morfologia
e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de
Jaboticabal, UNESP e todas as preparagdes foram fotodocumentadas ao
microscopico Leica DM 5000 B para analise morfoldgica.

Para cada periodo, ou seja, aos trés, cinco, sete, 14 e 21, foram estudados,
sob microscopia de luz, os perfis celulares presentes no processo de reparacao
tecidual, tais como: infilirado inflamatério, constituido por eosindfilos, linfocitos,
leucocitos, plasmécitos, mondcitos, neutréfilos, macroéfagos, mastocito;
fibroblastos, fibrocitos, fibras colagenas e vasos sanguineos.

Em seqléncia, o material foi analisado por meio de estudo estereoldgico,
com auxilio do “Software Leica Application Suite”. Assim, em cada um dos quatro
cortes foram analisados quatro campos aleatérios, perfazendo um total de 16
areas teste, analisadas em cada fragmento. Foram avaliados o numero total de
fibroblastos, vasos, linfécitos, macréfagos e neutréfilos presentes do processo de
reparagao tecidual em cada tempo determinado, utilizando o método do Disector
Optico (STERIO, 1984; PAKKENBERG; GUNDERSEN, 1988 e 1989; POVER;
COGGESHALL, 1991; MAYHEW; GUNDERSEN, 1996; HOWARD E REED,
2004), que consiste em contar o numero de perfis celulares “transects”, ao
aparecerem ao longo de dois planos Opticos paralelos (PAKKENBERG;
GUNDERSEN, 1988; MAYHEW; GUNDERSEN, 1996 e GUNDERSEN et al.,
1999). Este valor retrata a densidade numérica (Nv) das células dentro do volume
de todos os disectors investigados.

Para obtencédo da densidade numérica foi empregada a seguinte férmula

matematica:
Nv =3Q " /3V, onde:
Q"= o numero das particulas contadas em cada disector utilizado
V= volume de cada disector

Utilizou-se ainda neste tipo de avaliagédo, o sistema-teste, que consiste de
um conjunto de linhas tanto retas, quanto curvas, ou de pontos apresentando os

arranjos geométricos triangular, quadrado ou hexagonal. Cada um destes arranjos
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determina as caracteristicas basicas do sistema-teste (AHERNE & DUNNILL,
1982). Este sistema foi superposto a imagem a ser analisada, de forma aleatdria.
Neste estudo priorizou-se o0 sistema-teste modelo M-42 (arranjo triangular), uma
vez que apresenta melhor distribuicdo de pontos, com mais pontos-teste por
unidade de area - mais pontos = mais precisao (ESQUEMA 3).
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ESQUEMA 3 — Em A, observa-se o sistema-Teste triangular M-42 de “multiuso”, que apresenta 21
linhas com comprimento conhecido (d); ainda em A nota-se os pontos de teste em cada
extremidade (total de 42 pontos-teste). As linhas grossas sao proibidas, ou seja, todas as
estruturas que tocam as linhas grossas nao sao consideradas nas contagens. Em B, verifica-se o

teste M-42, sobreposto a imagem a ser analisada.

A densidade de volume (Vv) foi determinada pela contagem dos pontos,
considerando-se 0s pontos que apenas tocavam os diferentes perfis celulares de
acordo com a férmula abaixo, sendo P (,c) 0s numeros dos perfis celulares que

coincidem com os pontos do teste M-42 e P; 0 nimero total de pontos teste = 42.

P(p.c.)
Vv (p.c.)= Pt

Ja o volume médio (Vol) de cada parametro celular (p.c.) foi determinado
pela relagdo seguinte (AGUILA, 1998):
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Vv (p.c.)

E finalmente, o nimero total das particulas (N) foi obtido multiplicando-se a
densidade numérica (Nv) dos perfis celulares, que é amostrada entre o numero
total destes perfis e o volume total dos disectors utilizados, pelo Volume
Referéncia ou Volume Celular do processo de reparacdo. De acordo com
GUNDERSEN (1988) o Volume Referéncia ou Volume Celular deve ser estimado
pelo método do “nucleator”, o que permite estimar o volume médio e a distribuicao
de tamanho das particulas independentemente da sua forma, distribuicdo ou

orientacao.

Os resultados foram submetidos a uma andlise de varidncia (ANOVA)
paramétrica quando os dados mostrarem aderéncia a distribuicdo normal de
probabilidades e ndo paramétrica quando este requisito ndo estiver presente. Em
ambas as situagdes a analise foi complementada com o teste de Tukey. O nivel de
significancia escolhido foi igual ou inferior a 5%.
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IV. RESULTADOS

4.1 Parametros Observados no Periodo P6s-Operatoério

No periodo pos-operatorio, observou-se que, mediante o protocolo
anestésico empregado, 0s animais apresentaram recuperacao satisfatéria,
voltando a se alimentar de ragédo e a ingerir agua normalmente. Nenhum deles
apresentou anorexia ou qualquer outra alteracdo advinda da anestesia.
Transcorrido o periodo de 24 horas do procedimento cirurgico, ndo se observou
alteracdes fisiolégicas referentes a defecagao. Verificaram-se, nos cinco primeiros
dias de pés-operatério, que a regidao adjacente a ferida cirurgica apresentava rubor

e sensibilidade dolorosa ao toque, diminuindo no decorrer do periodo avaliado.

4.2 Avaliacao Macroscopica da Regiao da Ferida Cirurgica
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Nao foi observado em nenhum caso, presenca de sinais macroscépicos de
rejeicdo a membrana e ao 6leo; presenca de muco, ocorréncia de hemorragia e,
sinais de necrose.

No terceiro dia pés-operatério, em todos os grupos, as lesdes apresentavam-
se hiperemicas e ndo edematosas. No grupo controle havia inicio da presenca de
crostas e de tecido de granulacao. Observou-se a presenca de exudato amarelado
e tecido de granulacao nas lesdes referentes aos grupos 6leo e membrana + 6leo,
neste Ultimo, em menor quantidade. (FIGURA 5)

FIGURA 5. Imagem fotogréfica das feridas cirirgicas no dorso de ratos Wistar
no 3°dia pés-cirdrgico. A) controle; B) membrana; C)éleo e D)
membrana + 6leo; observar hiperemia em todas as lesées; inicio
da presengca de crostas em A (seta); presenca de exudato
amarelado em C e D (seta vasada).

No quinto dia pos-operatério as lesdes, de todos 0s grupos, apresentaram-se

com as margens retraidas; no grupo controle as crostas cobriram toda a lesédo; no



28

grupo membrana observou-se a presenca de tecido de granulagdo nas margens
da ferida; no grupo éleo verificou-se a presenca de algumas crostas e aspecto
hiperémico com tecido de granulagcédo, no grupo membrana + 6leo o tecido de
granulacao foi intenso (FIGURA 6).

FIGURA 6. Imagem fotografica das feridas cirirgicas no dorso de ratos Wistar
no 5°%ia pés cirdrgico. A) controle; B) membrana; C)éleo e D)
membrana + 6leo; observar as margens das lesdes retraidas, em
todos os grupos; crostas que cobrem toda a lesdo do grupo
controle (c); tecido de granulagdo nas margens da ferida do grupo
membrana (G); algumas crostas e aspecto hiperémico com tecido
de granulagdo no grupo 6leo (O) e tecido de granulacido intenso
no grupo membrana + 6leo (1).

No sétimo dia de pds-operatério, verificou-se que a retracdo progrediu nas
margens das lesdes, além da presenca de granulacdo vermelho brilhante e

crostas, principalmente nos grupos controle, membrana e 6leo (FIGURA 7).
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FIGURA 7. Imagem fotografica das feridas cirirgicas no dorso de ratos Wistar
no 7°ia poés cirdrgico. A) controle; B) membrana; C)éleo e D)
membrana + 6leo; observar a regressao das margens das lesdes de
todos os grupos; presencga de granulagdo vermelho brilhante e crostas
espessas, principalmente nos grupos controle (A) , membrana (B) e
6leo (C).

Apés este periodo houve espessamento das crostas e retracao continua,
ainda com presenca de tecido de granulacdo. No 14° dia as crostas comegaram a
se destacar evoluindo para a epitelizacdo que se completou no 212 dia, com

surgimento de novos pelos ao redor da lesdo, em todos os animais (FIGURAS 8 e

9)



FIGURA 8. Imagem fotografica das feridas cirlrgicas no dorso de ratos Wistar
no 14°dia pés cirtrgico. A) controle; B) membrana; C)éleo e D)
membrana + 6leo; observar a expressiva retragdo das margens das

lesdes.
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FIGURA 9. Imagem fotogréfica das feridas cirdrgicas no dorso de ratos Wistar
no 21°dia pds cirurgico. A) controle; B) membrana; C)éleo e D)
membrana + 6leo; observar a epitelizagcao, praticamente completa
nos animais dos grupos controle (A) e membrana (B).

4.3 Avaliacao Microscoépica da Regiao da Ferida Cirurgica
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Nas amostras relativas a aplicacdo de membrana de latex na lesdo cuténea
do dorso, dos animais eutanasiados aos trés dias apdés o procedimento,
observadas a microscopia de luz, verificou-se presenca de neovasos, infiltrado
inflamatoério e fibras colagenas neoformadas (Fig. 10).

FIGURA 10. Fotomicrografia da regido de aplicacdo da
membrana de latex na lesdo cutanea do dorso,
dos animais eutanasiados no 3° dia apdés o
procedimento. Observa-se neovasos (V), infiltrado
inflamatério — neutréfilos (seta); macréfago
(circulo) e fibroblasto (seta vasada) (Historesina,
Hematoxilina Floxina, 40X).

Nos ratos eutanasiados aos cinco dias de pds-operatério observou-se no
local da leséo, onde foi aplicada a membrana de latex, intensa neovascularizagéo,
com expressiva presencga de fibroblastos, alguns macréfagos e linfocitos (Figs. 11
e 12).




FIGURA 11. Fotomicrografia da regido de aplicagdo da membrana
de latex na lesdo cutinea do dorso, dos animais
eutanasiados no 5°dia apés o procedimento. Observa-
se grande quantidade de neovasos (V) e fibroblasto
(seta vasada) (Paraplast, Tricromio de Masson, 20X).

FIGURA 12
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Fotomlcrografla da regido de aplicagdo da
membrana de latex na lesdo cuténea do dorso,
dos animais eutanasiados no 5° dia apés o
procedimento. Observam-se intensa
neovascularizagdo  (V), com  expressiva
presenca de fibroblastos (seta vasada), alguns
macréfagos (circulo), linfécitos (quadrado) e
neutréfilos (seta) (Paraplast, Hematoxilina
Eosina, 40X).
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Nos sete dias de pds-operatério, evidenciaram-se presenca de neovasos,
células envolvidas no processo cicatricial, com grande quantidade de fibrécitos

entre as fibras colagenas; além de adipdcitos (Figs. 13 e 14).
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FIGURA 13. Fotomicrografia da regido de aplicacdo da
membrana de latex na lesdo cutanea do
dorso, dos animais eutanasiados no 7° dia
apés o procedimento. Evidenciou-se
neovasos (V), fibrocitos (seta grossa); além de
adipécitos (A) (Paraplast, Hematoxilina

Eosina, 40X).




o5 g -
4 - "'.‘ "’",
5 LR SN - -
L SR 95) AL gl YL kS P
L3 & Ll W | P A ¢ M s "

FIGURA 14.

Fotomicrografia da regido de aplicagcdo da
membrana de latex na lesdo cuténea do dorso,
dos animais eutanasiados no 7° dia apdés o
procedimento. Evidenciou-se neovasos (V),
fiboroblastos (seta vasada) e linfocitos

(quadrado) (Historesina, Hematoxilina Floxina,
40X).
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No 14° dia de pds-operatério, observou-se a ocorréncia normal de vasos,

fibras colagenas e células do tecido conjuntivo, indicando que houve regeneragao

da derme; pela presenca de grande quantidade de fibrocitos entre as fibras

colagenas (Figs. 15 e 16).
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FIGURA 15. Fotomicrografia da regido de aplicagdo da membrana
de latex na lesdo cutanea do dorso, dos animais
eutanasiados no 14°dia ap6s o procedimento.
Verificou-se ocorréncia normal de vasos (V), fibras
colagenas (Fc), fibrécitos (seta grossa), além de
células normais do tecido conjuntivo (Paraplast,
Hematoxilina Eosina, 40X).
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FIGURA 16.Fotomicrografia da regido de aplicagdo da
membrana de latex na lesdo cutanea do dorso,
dos animais eutanasiados no 14°dia apdés o
procedimento. Verificou-se ocorréncia de vasos
(v), fibras colagenas (Fc), fibrocitos (seta grossa)
e mastécito (MS) (Historesina, Hematoxilina
Floxina, 40X).
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Nos animais eutanasiados no 21 °dia de pés-operatério do grupo Membrana
de Latex, comprovou-se regeneracao completa da pele, ou seja, da epiderme e da
derme. A primeira mostrou-se constituida pelos estratos usuais, 0s quais
invaginaram em direcdo a derme, originando as cristas epidérmicas; a derme
evaginou, dirigindo-se a epiderme, formando as papilas dérmicas. Este
entrelacamento da epiderme e derme possibilita maior aderéncia entre essas
camadas. A derme reticular evidenciou vasos, fibras colagenas, células do
conjuntivo, € anexos cutaneos. A hipoderme, rica em adipdcitos, além de tecido

conjuntivo frouxo, estava presente (Figs. 17 e 18).

FIGURA 17.Fotomicrografia da regido de aplicagdo da
membrana de latex na lesdo cutanea do dorso,
dos animais eutanasiados no 21°ia apés o
procedimento. Epiderme regenerada (E), derme
reticular (DR), derme papilar (DP) foliculo piloso
(F), glandula sebacea (GS) e hipoderme (H)
(Paraplast, Tricrémio de Masson, 5X).
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FIGURA 18.Fotomicrografia da regido de aplicagdo da
membrana de latex na lesdo cutanea do dorso,
dos animais eutanasiados no 21°ia ap6és o
procedimento. Epiderme regenerada (E), crista
epidérmica (estrela), derme papilar (DP), derme
reticular (DR), fibras colagenas (Fc), fibroblasto
(seta vasada), fibrocito (seta grossa) e linfocito
(quadrado) (Paraplast, Hematoxilina Eosina, 40X).

Nas amostras relativas a aplicacdo de 6leo de ra na lesdo cutdnea do
dorso, dos animais eutanasiados aos trés dias apds o procedimento cirdrgico
verificou-se a microscopia de luz, auséncia do epitélio; infiltrado inflamatério e
fibras colagenas (Fig. 19).
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FIGURA 19. Fotomicrografia da regido de aplicagao do 6leo de
ra na lesdo cutdnea do dorso, dos animais
eutanasiados no 3°ia apdés o procedimento.
Auséncia de epiderme (seta vasada), fibras
colagenas (Fc), neutréfilos (seta), macréfagos
(circulo). (Paraplast, Hematoxilina Eosina, 40X).

No quinto dia apés o procedimento cirurgico, nas amostras referentes a
aplicagdo de Oleo de ra na lesdo cutanea do dorso, dos animais eutanasiados
mostraram a presenca de grande quantidade de neovasos, alguns fibroblastos
fibrocitos, neutréfilos, macrofagos e linfécitos entre as fibras coldgenas da derme

reticular. (Fig 20).
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FIGURA 20. Fotomicrografia da regido de aplicagdo do éleo de ra
na lesdo cuténea do dorso, dos animais eutanasiados
no 5°dia ap6s o procedimento. Observa-se expressiva
quantidade de vasos (V), fibroblasto (seta vasada),
fibrocito (seta grossa), macréfago (circulo), linfécito
(quadrado) (Paraplast, Hematoxilina Eosina, 40X).

As amostras relativas a aplicacao de 6leo de ra na lesao cutédnea do dorso,
dos animais eutanasiados no sétimo dia apdés o procedimento cirdrgico,
apresentaram intensa vascularizacao, fibras colagenas, grande quantidade de
células inflamatorias, além daquelas de ocorréncia normal no tecido conjuntivo.

(Figs. 21 e 22).
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FIGURA 21. Fotomicrografia da regido de aplicagdo do 6leo de
ra na lesdo cutdnea do dorso, dos animais
eutanasiados no 7°%ia apés o procedimento.
Observa-se presenga de linfécito (quadrado),
desorganizagdoo epitelial com presenca de grande
quantidade de células inflamatérias (trago) e
eosindfilo (seta curvada) (Historesina, Tricromio de
Masson, 40X).
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FIGURA 22. Fotomicrografia da regido de aplicagdo do éleo de
rdé na lesdo cutdnea do dorso, dos animais
eutanasiados no 7°ia ap6s o procedimento.
Presencga de célula gigante binucleada (Bi), célula
gigante multinucleada (Mu), macréfago (circulo) e
fibroblasto (seta vasada) (Historesina,
Hematoxilina Floxina, 40X).
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As amostras alusivas a aplicagéo de 6leo de ra na lesdo cutanea do dorso,
dos animais eutanasiados no 14°dia apdés o procedimento cirurgico, indicaram
regeneragdo dérmica constatada pela presenga de fibras colagenas, fibrécito,
macréfago e linfécito, as quais sdo de ocorréncia normal no tecido conjuntivo. (Fig
23).
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FIGURA 23. Fotomicrografia da regido de aplicacdo do 6leo
de rd na lesdo cutdnea do dorso, dos animais
eutanasiados ao 14°dia apdés o procedimento.
Observa-se a presenca de fibras colagenas
(Fc), fibrécito (seta grossa), macréfago (circulo),
linfécito (quadrado) e células de ocorréncia
normal no tecido conjuntivo. (Historesina,
Hematoxilina Floxina, 40X).

Nas amostras relativas a aplicagdo de 6leo de ra na lesao cutanea do dorso,
dos animais eutanasiados no 21° dias apés o procedimento cirdrgico, comprovou-
se a auséncia de regeneracao epidérmica, enquanto que a derme mostrou-se com
aspecto histolégico normal, pela presenca de fibras coldgenas, nucleos de células

do tecido conjuntivo, anexos cutaneos, além de vasos. (Figs. 24 e 25).



FIGURA 24. Fotomicrografia da regido de aplicacdo do 6leo
de rad na lesdo cutanea do dorso, dos animais
eutanasiados no 21°dia apdés o procedimento.
Nota-se auséncia de regeneracdo epidérmica
(seta), epiderme (E) com aspecto histoldgico
normal, pela presenca de fibras colagenas (Fc),
derme (D), nlcleos de células do tecido
conjuntivo (elipse), foliculo piloso (F), além de
vasos (V). (Paraplast, Hematoxilina Eosina,
20X).
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FIGURA 25. Fotomicrografia da regido de aplicagdo do 6leo de
ra na lesdo cutdnea do dorso, dos animais
eutanasiados no 21°ia apdés o procedimento.
Observa-se presengca de linfécito (quadrado),
macrofago (circulo), vaso (V), fibroblasto (seta
vasada) e fibrécito (seta grossa) (Historesina,
Hematoxilina Floxina, 40X).
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Nas amostras relativas a aplicagdo de membrana de latex e 6leo de ra na
lesdo cutanea do dorso, dos animais eutanasiados aos trés dias apds o
procedimento cirurgico, observou-se a microscopia de luz, grande quantidade de
macréfagos além da presenca de mastocitos e linfécitos; também se observou
neovasos e neutréfilos (Fig. 26).
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FIGURA 26. Fotomicrografia da regido de aplicacdo da
membrana de latex e éleo de ra na lesao cutanea
do dorso, dos animais eutanasiados no 3° dia
apés o procedimento. Observa-se grande
quantidade de macroéfagos (circulo), mastocito
(MS) e linfécito (quadrado) (Historesina,
Hematoxilina Floxina, 40X).

Nas amostras relativas a aplicagdo de membrana de latex e 6leo de ra na
lesdo cutdnea do dorso, dos animais eutanasiados aos cinco dias apds o
procedimento cirurgico, observou-se a microscopia de luz, grande quantidade de

neovasos, além de macréfago, mastécitos e fibroblastos (Fig. 27).
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FIGURA 27. Fotomicrografia da regido de aplicacdo da
membrana de latex e 6leo de ra na lesdo cutanea
do dorso, dos animais eutanasiados no 5° dia
apos o procedimento. Observa-se presenga de
neovasos (V), macréfago (circulo), mastécitos

(MS) e fibroblastos (seta vasada) (Historesina,
Hematoxilina Floxina, 40X).

Nas amostras relativas a aplicagdo de membrana de latex e 6leo de ra na
lesdo cutanea do dorso, dos animais eutanasiados aos sete dias apdés o
procedimento cirdrgico, observou-se a microscopia de luz, presenca de grande
quantidade de neutréfilos e vasos; também se verificou presenca de fibroblasto,
macréfago, plasmécito e adipdcito (Figs. 28 e 29).
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FIGURA 28. Fotomicrografia da regido de aplicacdo da
membrana de latex e 6leo de ra na lesdo cutanea
do dorso, dos animais eutanasiados no 7° dia
apos o procedimento. Observa-se presenca de
fibroblastos (seta vasada), neutréfilo (seta), vasos
(V) e eosindfilo (seta curvada) (Historesina,
Hematoxilina Floxina, 40X).
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FIGURA 29. Fotomicrografia da regido de aplicacdo da
membrana de latex e éleo de ra na lesao cutanea
do dorso, dos animais eutanasiados no 7° dia
apdés o procedimento. Observa-se presenca de
macroéfago (circulo), plasmoécito (pentagono) e
adipécito (A) (Historesina, Hematoxilina Floxina,
100X).
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Nas amostras relativas a aplicagdo de membrana de latex e 6leo de ra na
lesdo cutanea do dorso, dos animais eutanasiados aos quatorze dias apos o
procedimento cirdrgico, observou-se a microscopia de luz, epiderme em

reorganizacao e presenca de fibras colagenas (Fig. 30).
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FIGURA 30. Fotomicrografia da regido de aplicagdo da
membrana de latex e 6leo de rd na lesdo cuténea
do dorso, dos animais eutanasiados no 14°dia apds
0 procedimento. Observa-se epiderme em
reorganizagcao (traco) e fibras colagenas (Fc)
(Historesina, Tricrémio de Masson, 40X).

Nas amostras relativas a aplicagdo de membrana de latex e 6leo de ra na
lesdo cutanea do dorso, dos animais eutanasiados aos vinte e um dias ap6s o
procedimento cirurgico, observou-se a microscopia de luz, tecido epitelial em
organizacao, fibras colagenas e foliculo piloso; também se verificou grande

quantidade de linfécitos e fibrécitos (Figs. 31 e 32).
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FIGURA 31. Fotomicrografia da regido de aplicacdo da
membrana de latex e 6leo de ra na lesdo cutanea
do dorso, dos animais eutanasiados no 21°dia
apos o procedimento. Observa-se epiderme
reconstituida (E) com presenca de extrato cérneo
(seta), fibras colagenas organizadas (Fc) e foliculo
piloso (F) (Historesina, Tricrémio de Masson,
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FIGURA 32. Fotomicrografia da regido de aplicacdo da
membrana de latex e 6leo de ra na lesdo cutanea
do dorso, dos animais eutanasiados no 21°dia
apés o procedimento. Observa-se grande
quantidade de linfocitos (quadrado) e de fibrécitos
(seta grossa), fibras colagenas (Fc) e grande
quantidade de vasos (V) (Historesina, Tricromio
de Masson, 40X).
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Nas amostras relativas ao grupo controle, no terceiro dia apés o
procedimento cirdrgico, observou-se a microscopia de luz, presenca de grande
quantidade de células inflamatoérias, principalmente neutréfilos, além de eosindfilo
e linfocito; constatou-se também a ocorréncia de neovasos. (Fig. 33).

FIGURA 33. Fotomicrografia da regido da lesdo cutanea do
dorso, dos animais eutanasiados no 3°dia apds o
procedimento. Observa-se presenga de eosindfilo
(seta curvada), neutrédfilo (seta), linfocito
(quadrado) e vasos (V) (Historesina, Hematoxilina
Floxina, 40X).

Nas amostras relativas ao grupo controle, aos cinco dias apbés o
procedimento cirurgico, observou-se a microscopia de luz, desorganizagdo da
epiderme além de fibroblastos, plasmadcito e macroéfago (Fig. 34).
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FIGURA 34. Fotomicrografia da regido da lesdo cutédnea do
dorso, dos animais eutanasiados no 5°ia apés o
procedimento. Observa-se presenga de
fibroblastos (seta vasada), fibrocitos (seta grossa),
fiboras colagenas (Fc), vasos (V) e macroéfago
(circulo) (Historesina, Hematoxilina Floxina, 40X).

Nas amostras relativas ao grupo controle, aos sete dias apds o procedimento
cirdrgico, observou-se a microscopia de luz, grande quantidade de neutrdfilos,
além de vasos (Fig. 35).
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FIGURA 35. Fotomicrografia da regido da lesdo cutédnea do
dorso, dos animais eutanasiados no 7°dia apés o
procedimento. Observam-se infiltragao de células
inflamatoérias principalmente neutréfilos (trago),
neutréfilo (seta) e vasos (V) (Historesina,
Hematoxilina Floxina, 40X).
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Nas amostras relativas ao grupo controle, aos quatorze dias apds o

procedimento cirlrgico, observou-se a microscopia de luz, presenca de

macroéfago, vasos, fibrécitos, eosindfilos e linfécitos (Fig. 36).
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FIGURA 36. Fotomicrografia da regidao da lesdo cutanea do
dorso, dos animais eutanasiados no 14°dia ap6s o
procedimento. Observa-se macroéfago (circulo),
vasos (V), fibroblasto (seta vasada), eosindfilo
(seta curvada), linfécito (quadrado) e neutréfilo
(seta) (Historesina, Hematoxilina Floxina, 40X).
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Nas amostras relativas ao grupo controle, aos vinte e um dias ap6s o
procedimento cirdrgico, observou-se a microscopia de luz, epiderme em

reorganizacao, macréfago, mastocito e fibras colagenas (Figs. 37 e 38).



B € - T
a1 S
Ao S
J‘ (S
. ¢ €
5 % 3 3
-~
o » {
L
é «
4
% - FC 2 v
' ()1
' 3
& : > "
N & -
¥ >
- L
/ b o 7
N "
~ - s
- k ; L) - &) A
Sy . e ¥ \d - N\
. <% ' ; iy ._.x!
- ‘ = . - a‘.‘

FIGURA 37. Fotomicrografia da regido da lesdo cutédnea do
dorso, dos animais eutanasiados no 21°dia ap6s o
procedimento. Observa-se epiderme em
reorganizagao (trago) macréfago (circulo) e fibras
colagenas (Fc) (Historesina, Hematoxilina Floxina,
40X).
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FIGURA 38. Fotomicrografia da regido da lesdo cutédnea do
dorso, dos animais eutanasiados no 21°dia apds o
procedimento. Observa-se macro6fago (circulo),
mastdcito (MS), fibrécito (seta grossa), fibroblasto
(seta vasada) e fibras colagenas (Fc) (Historesina,
Hematoxilina Floxina, 100X).
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Os valores obtidos mediante calculo Nv =>Q " /3 V, referentes a densidade

numérica (Nv) dos diferentes tipos celulares e vasos sanguineos, presentes nos

dias trés, cinco, sete, 14 e 21 de pds-operatdrio estdo registrados nas tabelas 1, 2,

3, 4, assim como as analises estatisticas desses dados, na tabela 5 e na figura 39.

TABELA 1: Registros referentes a densidade numérica (Nv) do Grupo Controle (GC) dos:
Fibroblasto, Vaso, Linfocito, Macréfagos e Neutréfilo, observados nos dias: trés, cinco,
sete, 14, e 21 de po6s-operatério. Jaboticabal, 2008.

Nv 1/mm?® Nv 1/mm?® Nv 1/mm® Nv 1/mm?® Nv 1/mm?®

Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Macréfago) | (Neutrdfilo)
3 0,750 1,833 1,083 1,000 4,417
5 2,667 1,833 2,583 2,917 3,583
7 2,583 1,917 1,583 2,167 2,000
14 3,500 1,500 1,750 1,250 1,083
21 2,333 0,833 1,750 0,750 0,500

TABELA 2: Registros referentes a densidade numérica (Nv) do Grupo Membrana de Latex
(GM) dos: Fibroblasto, Vaso, Linfécito, Macréfagos e Neutrdéfilo, observados nos dias: trés,
cinco, sete, 14, e 21 de pds-operatério. Jaboticabal, 2008.

Nv 1/mm?® Nv 1/mm?® Nv 1/mm® Nv 1/mm?® Nv 1/mm?®

Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Macréfago) | (Neutrdfilo)
3 1,417 2,417 1,500 1,750 6,500
5 2,000 2,833 3,083 4,083 2,583
7 3,417 4,500 1,750 2,333 1,583
14 3,083 3,417 2,000 1,333 0,917
21 1,750 1,583 0,917 0,417 0,250




TABELA 3: Registros referentes & densidade numérica (Nv) do Grupo Oleo (GO) dos:
Fibroblasto, Vaso, Linfocito, Macréfagos e Neutréfilo, observados nos dias: trés, cinco,

sete, 14, e 21 de po6s-operatério. Jaboticabal, 2008.

Nv 1/mm?® Nv 1/mm?® Nv 1/mm® Nv 1/mm?® Nv 1/mm?®

Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Macrofago) | (Neutrdfilo)
3 1,083 1,583 1,333 1,167 7,833
5 2,667 2,167 2,083 3,083 3,250
7 2,083 1,417 1,750 1,583 0,750
14 1,500 1,250 0,917 1,083 0,333
21 2,417 0,667 1,167 0,500 0,333

TABELA 4: Registros referentes a densidade numérica (Nv) do Grupo Membrana de Latex
e Oleo de Ra (GMO) dos: Fibroblasto, Vaso, Linfécito, Macréfagos e Neutrdfilo,

observados nos dias: trés, cinco, sete, 14, e 21 de pods-operatério. Jaboticabal, 2008.

Nv 1/mm? Nv 1/mm? Nv 1/mm? Nv 1/mm?® Nv 1/mm?

Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) | (Macréfago) | (Neutrofilo)
3 0,917 1,417 1,167 4,333 3,500
5 1,917 2,583 1,833 2,833 2,917
7 1,833 1,750 0,917 1,750 3,250
14 2,333 1,417 1,083 0,750 0,583
21 2,583 2,083 0,917 0,583 0,750
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Figura 39: Grafico representativo dos valores médios da densidade
numérica (Nv) dos: Fibroblasto, Vaso, Linfocito, Macréfagos e
Neutrdfilo, dos grupos Controle (GC), Membrana (GM), Oleo
(GO) e Membrana e Oleo (GMO).
TABELA 5: Registros referentes a média, erro padrao, desvio padrdo e coeficiente de
variagdo da densidade numérica (Nv), de todos os grupos, dos: Fibroblasto, Vaso, Linfocito,
Macréfagos e Neutrofilos. Jaboticabal, 2008.

Nv (1/mm3) Média Erro padrao Desvio Coeficiente de
padrao variacao (%)
Fibroblastos
GC 2,367 a 0,449 1,005 42,4
GM 2,333 a 0,389 0,870 37,3
GO 1,917 a 0,292 0,653 33,5
GMO 1,950 a 0,285 0,637 33,2
Vasos
GC 1,583 b 0,201 0,449 28,4
GM 2,950 a 0,489 1,094 37,1
GO 1,417 b 0,243 0,543 38,3
GMO 1,850 ab 0,221 0,494 26,7
Linfocitos
GC 1,750 a 0,242 0,540 30,9
GM 1,850 a 0,357 0,798 43,1
GO 1,450 a 0,208 0,466 32,1
GMO 1,183 a 0,169 0,379 32,0
Macréfagos
GC 1,617 a 0,404 0,903 55,8
GM 1,983 a 0,611 1,366 68,9
GO 1,483 a 0,436 0,974 65,7
GMO 2,050 a 0,698 1,562 76,2
Neutrofilos
GC 2,317 a 0,740 1,654 71,4
GM 2,367 a 1,103 2,466 104,2
GO 2,500 a 1,440 3,219 128,8
GMO 2,200 a 0,633 1,416 64,4

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Avaliando estatisticamente os valores médios de densidade numérica (Nv)
de cada um dos grupos avaliados, verificou-se que a densidade numérica de
vasos foi significativamente maior principalmente no grupo membrana (GM) e, em
parte, no grupo membrana e 6leo (GMO).

P(p.c.)

Os valores obtidos mediante calculo: Vv (p.c.) = -

, referentes a

densidade de volume (Vv) dos diferentes tipos celulares e vasos sanguineos,
presentes nos dias trés, cinco, sete, 14 e 21 de pds-operatédrio estdo registrados
nas tabelas 6, 7, 8 e 9 assim como as andlises estatisticas desses dados, na

tabela 10 e na figura 40.

TABELA 6: Registros referentes a densidade de volume (Vv) do Grupo Controle (GC) dos:
Fibroblasto, Vaso, Linfécitos, Macréfagos e Neutréfilo, observados nos dias: trés, cinco,
sete, 14, e 21 de pos-operatério. Jaboticabal, 2008.

WV % VvV % WV % Vv % Vv %

Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) | (Macréfago) | (Neutrofilo)
3 0,012 0,042 0,030 0,024 0,131
5 0,095 0,060 0,065 0,054 0,095
7 0,077 0,071 0,030 0,048 0,065
14 0,095 0,036 0,060 0,024 0,030
21 0,071 0,024 0,030 0,018 0,012

TABELA 7: Registros referentes a densidade de volume (Vv) do Grupo Membrana de
Latex (GM) dos: Fibroblasto, Vaso, Linfécitos, Macrofagos e Neutréfilo, observados nos
dias: trés, cinco, sete, 14, e 21 de pbs-operatorio. Jaboticabal, 2008.

VWV % VWV % VV % VWV % VWV %
Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Neutrdfilo)
(Macroéfago)

3 0,036 0,089 0,024 0,030 0,113
5 0,060 0,125 0,054 0,071 0,065
7 0,101 0,131 0,042 0,060 0,048
14 0,071 0,113 0,048 0,042 0,018
21 0,083 0,065 0,018 0,012 0,006




TABELA 8: Registros referentes a densidade de volume (Vv) do Grupo Oleo de Ra (GO)
dos: Fibroblasto, Vaso, Linfocitos, Macréfagos e Neutréfilo, observados nos dias: trés,

cinco, sete, 14, e 21 de pods-operatério. Jaboticabal, 2008.

VWV % VWV % VV % VWV % VWV %
Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Neutréfilo)
(Macréfago)

3 0,024 0,048 0,030 0,018 0,125
5 0,083 0,071 0,048 0,054 0,083
7 0,071 0,048 0,048 0,036 0,012
14 0,054 0,024 0,018 0,030 0,006
21 0,095 0,012 0,030 0,006 0,006

TABELA 9: Registros referentes a densidade de volume (Vv) do Grupo Membrana de
Latex e Oleo de Ra (GMO) dos: Fibroblasto, Vaso, Linfécitos, Macréfagos, Neutrofilo,

observados nos dias: trés, cinco, sete, 14, e 21 de pos-operatério. Jaboticabal, 2008.

VWV % VWV % VV % VWV % VWV %

Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Neutréfilo)

(Macréfago)

3 0,024 0,060 0,030 0,095 0,101
5 0,054 0,113 0,060 0,048 0,077
7 0,077 0,060 0,030 0,071 0,089
14 0,065 0,048 0,024 0,030 0,018
21 0,101 0,077 0,030 0,018 0,012
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Figura 40: Gréafico representativo dos valores médios da densidade de
volume (Vv) dos: Fibroblasto, Vaso, Linfocito, Macrofagos e
Neutrdfilo, dos grupos Controle (GC), Membrana (GM), Oleo
(GO) e Membrana e Oleo (GMO).
TABELA 10: Registros referentes a média, erro padrao, desvio padrdao e coeficiente de
variagdo da densidade volume (Vv), de todos os grupos, dos: Fibroblasto, Vaso, Linfocito,
Macréfagos e Neutrofilos. Jaboticabal, 2008.

Vv (%) Média Erro padrao Desvio Coeficiente de
padrao variacao (%)
Fibroblastos
GC 0,070 a 0,015 0,034 48,8
GM 0,070 a 0,011 0,024 34,8
GO 0,065 a 0,012 0,028 42,3
GMO 0,064 a 0,013 0,028 44,3
Vasos
GC 0,047 b 0,008 0,019 40,4
GM 0,105 a 0,012 0,027 26,2
GO 0,041 b 0,010 0,023 56,8
GMO 0,072 ab 0,011 0,025 35,4
Linfocitos
GC 0,043 a 0,008 0,018 41,6
GM 0,037 a 0,007 0,016 41,7
GO 0,035 a 0,006 0,013 37,4
GMO 0,035 a 0,006 0,014 41,2
Macréfagos
GC 0,034 a 0,007 0,016 48,2
GM 0,043 a 0,010 0,023 54,6
GO 0,029 a 0,008 0,018 63,2
GMO 0,052 a 0,014 0,031 59,3
Neutrofilos
GC 0,067 a 0,022 0,048 72,3
GM 0,050 a 0,019 0,042 84,6
GO 0,046 a 0,024 0,055 117,9
GMO 0,059 a 0,019 0,041 69,8

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Avaliando estatisticamente os valores médios da densidade de volume (Vv)
de cada um dos grupos avaliados, verificou-se que a densidade de volume de
vasos foi significativamente maior principalmente no grupo membrana (GM) e, em
parte, no grupo membrana e 6leo (GMO).

Vv (p.c.)

Os valores obtidos mediante calculo: V (p.c.) =
Nv (p.c.)

, referentes ao

volume celular médio (Vol.) dos diferentes tipos celulares e vasos sanguineos,
presentes nos dias trés, cinco, sete, 14 e 21 de pds-operatédrio estdo registrados
nas tabelas 11, 12, 13 e 14 assim como as analises estatisticas desses dados, na
tabela 15 e na figura 41.

TABELA 11: Registros referentes ao volume celular médio (Vol) do Grupo Controle (GC)
dos: Fibroblasto, Vaso, Linfécitos, Macréfagos, Neutréfilo, observados nos dias: trés, cinco,
sete, 14, e 21 de po6s-operatério. Jaboticabal, 2008.

Vol um® Vol um® Vol um® Vol um® Vol um®
Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Macréfago) | (Neutrdfilo)
3 0,016 0,023 0,027 0,024 0,030
5 0,036 0,032 0,025 0,018 0,027
7 0,030 0,037 0,019 0,022 0,033
14 0,027 0,024 0,034 0,019 0,027
21 0,031 0,029 0,017 0,024 0,024

TABELA 12: Registros referentes ao volume celular médio (Vol) do Grupo Membrana de
Latex (GM) dos: Fibroblasto, Vaso, Linfécitos, Macréfagos, Neutrdfilo, observados nos
dias: trés, cinco, sete, 14, e 21 de pds-operatério. Jaboticabal, 2008.

Vol um® Vol um® Vol um® Vol um® Vol um®
Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Macréfago) | (Neutrdfilo)
3 0,025 0,037 0,016 0,017 0,017
5 0,030 0,044 0,017 0,017 0,025
7 0,030 0,029 0,024 0,026 0,030
14 0,023 0,033 0,024 0,031 0,019
21 0,048 0,041 0,019 0,029 0,024




TABELA 13: Registros referentes ao volume celular médio (Vol) do Grupo Oleo de Ra
(GO) dos: Fibroblasto, Vaso, Linfocitos, Macréfagos, Neutréfilo, observados nos dias: trés,

cinco, sete, 14, e 21 de pods-operatério. Jaboticabal, 2008.

Vol um® Vol um® Vol um® Vol um® Vol um®
Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Macrofago) | (Neutrdfilo)
3 0,022 0,030 0,022 0,015 0,016
5 0,031 0,033 0,023 0,017 0,026
7 0,034 0,034 0,027 0,023 0,016
14 0,036 0,019 0,019 0,027 0,018
21 0,039 0,018 0,026 0,012 0,018

TABELA 14: Registros referentes ao volume celular médio (Vol) do Grupo Membrana de
Latex e Oleo de Ra (GMO) dos: Fibroblasto, Vaso, Linfécitos, Macréfagos, Neutrofilo,

observados nos dias: trés, cinco, sete, 14, e 21 de pods-operatério. Jaboticabal, 2008.

Vol um® Vol um® Vol um® Vol um® Vol um®
Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Macréfago) | (Neutrdfilo)
3 0,026 0,042 0,026 0,022 0,029
5 0,028 0,044 0,032 0,017 0,027
7 0,042 0,034 0,032 0,041 0,027
14 0,028 0,034 0,022 0,040 0,031
21 0,039 0,037 0,032 0,031 0,016
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Figura 41: Gréfico representativo dos valores médios do volume celular
medio (Vol.) dos: Fibroblasto, Vaso, Linfocito, Macrofagos e
Neutrofilo, dos grupos Controle (GC), Membrana (GM), Oleo (GO)
e Membrana e Oleo (GMO).
TABELA 15: Registros referentes a média, erro padrao, desvio padrdao e coeficiente de
variagdo do volume celular médio (Vol), de todos os grupos, dos: Fibroblasto, Vaso,
Linfécito, Macrofagos e Neutréfilos. Jaboticabal, 2008.

Vol (ums3) Média Erro padrao Desvio Coeficiente de
padrao variacao (%)
Fibroblastos
GC 0,028 a 0,003 0,007 26,6
GM 0,031 a 0,004 0,010 31,7
GO 0,032 a 0,003 0,007 20,1
GMO 0,033 a 0,003 0,007 22,5
Vasos
GC 0,029 ab 0,003 0,006 20,0
GM 0,037 ab 0,003 0,006 16,3
GO 0,027 b 0,003 0,008 28,8
GMO 0,038 a 0,002 0,005 12,1
Linfocitos
GC 0,024 ab 0,003 0,007 27,7
GM 0,020 b 0,002 0,004 19,0
GO 0,023 ab 0,001 0,003 13,7
GMO 0,029 a 0,002 0,005 16,0
Macrofagos
GC 0,021 a 0,001 0,003 13,1
GM 0,024 a 0,003 0,007 27,6
GO 0,019 a 0,003 0,006 32,4
GMO 0,030 a 0,005 0,011 35,3
Neutrofilos
GC 0,028 a 0,002 0,003 12,1
GM 0,023 ab 0,002 0,005 22,4
GO 0,019 b 0,002 0,004 221
GMO 0,026 ab 0,003 0,006 22,4

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Avaliando estatisticamente os valores médios do volume celular médio (Vol)
de cada um dos grupos avaliados, verificou-se que o volume de vasos foi
significativamente maior principalmente no grupo membrana e éleo (GMO) e, em
parte, no grupo membrana (GM) e grupo controle (GC). Quanto ao volume de
linfécitos esses foram significativamente maior no grupo membrana e 6éleo (GMO)
e em parte nos grupos controle (GC) e 6leo (GO). Em relacao ao volume de
neutrofilos, esses foram significativamente maior no grupo controle (GC) e em
parte nos grupos membrana e 6leo (GMO) e membrana (GM).

Os valores obtidos mediante o calculo N= Nv X Vol, referentes ao numero
total de particulas (N) dos diferentes tipos celulares e vasos sanguineos presentes
nos dias trés, cinco, sete, 14 e 21 de po6s-operatorio estao registrados nas tabelas
16, 17, 18 e 19 assim como as analises estatisticas desses dados, na tabela 20 e
na figura 42.

TABELA 16: Registros referentes ao numero total (N) do Grupo Controle (GC) dos:

fibroblasto, Vaso, Linfécitos, Macréfagos, Neutréfilo, observados nos dias: trés, cinco, sete,
14, e 21 de p6s-operatdrio. Jaboticabal, 2008.

N N N N N
Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Macrofago) | (Neutrdfilo)
3 3,008 7,352 4,344 4,010 17,711
5 10,693 7,352 10,359 11,696 14,369
7 10,359 7,686 6,349 8,688 8,020
14 14,035 6,015 7,018 5,013 4,344
21 9,357 3,342 7,018 3,008 2,005




TABELA 17: Registros referentes ao namero total (N) do Grupo Membrana de Latex (GM)
dos: Fibroblasto, Vaso, Linfécitos, Macréfagos, Neutrofilo, observados nos dias: trés, cinco,
sete, 14, e 21 de po6s-operatédrio. Jaboticabal, 2008.

N N N N N
Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Macrofago) | (Neutrdfilo)
3 5,681 9,691 6,015 7,018 26,065
5 8,020 11,362 12,364 16,374 10,359
7 13,701 18,045 7,018 9,357 6,349
14 12,364 13,701 8,020 5,347 3,676
21 7,018 6,349 3,676 1,671 1,003

TABELA 18: Registros referentes ao nimero total (N) do Grupo Oleo de Ra (GO) dos:
Fibroblasto, Vaso, Linfécitos, Macrofagos, Neutréfilo, observados nos dias: trés, cinco,

sete, 14, e 21 de po6s-operatério. Jaboticabal, 2008.

N N N N N
Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Macréfago) | (Neutrdfilo)
3 4,344 6,349 5,347 4,678 31,412
5 10,693 8,688 8,354 12,364 13,033
7 8,354 5,681 7,018 6,349 3,008
14 6,015 5,013 3,676 4,344 1,337
21 9,691 2,673 4,678 2,005 1,337
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TABELA 19: Registros referentes ao nimero total (N) do Grupo Membrana de Latex e
Oleo de Ra (GMO) dos: Fibroblasto, Vaso, Linfocitos, Macréfagos, Neutréfilo, observados
nos dias: trés, cinco, sete, 14, e 21 de pos-operatério. Jaboticabal, 2008.

N N N N N
Dias (Fibroblasto) (Vaso) (Linfécito) (Macrofago) | (Neutrdfilo)
3 3,676 5,681 4,678 17,377 14,035
5 7,686 10,359 7,352 11,362 11,696
7 7,352 7,018 3,676 7,018 13,033
14 9,357 5,681 4,344 3,008 2,339
21 10,359 8,354 3,676 2,339 3,008
14
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Figura 42: Grafico representativo dos valores médios do nuimero total de
particulas (N) dos: Fibroblasto, Vaso, Linfocito, Macrofagos e
Neutrofilo, dos grupos Controle (GC), Membrana (GM), Oleo
(GO) e Membrana e Oleo (GMO).
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TABELA 20: Registros referentes & média, erro padréo, desvio padrdo e coeficiente de
variagdo do numero total (N), de todos os grupos, dos: Fibroblasto, Vaso, Linfdcito,
Macréfagos e Neutrofilos. Jaboticabal, 2008.

N Média Erro padrao Desvio Coeficiente de
padrao variacao (%)
Fibroblastos
GC 9,490 a 1,801 4,028 42,4
GM 9,357 a 1,560 3,489 37,3
GO 7,819 a 1,170 2,616 33,5
GMO 7,686 a 1,143 2,556 33,3
Vasos
GC 6,349 b 0,805 1,800 28,3
GM 11,830 a 1,962 4,386 37,1
GO 5,681 b 0,974 2,178 38,3
GMO 7,419 ab 0,887 1,982 26,7
Linfocitos
GC 7,018 a 0,969 2,166 30,9
GM 7,419 a 1,431 3,200 43,1
GO 5,815 a 0,836 1,870 32,2
GMO 4,745 a 0,680 1,520 32,0
Macréfagos
GC 6,483 a 1,618 3,619 55,8
GM 7,953 a 2,450 5,478 68,9
GO 5,948 a 1,747 3,907 65,7
GMO 8,221 a 2,801 6,263 76,2
Neutrofilos
GC 9,290 a 2,965 6,631 71,4
GM 9,490 a 4,423 9,889 104,2
GO 10,025 a 5,773 12,910 128,8
GMO 8,822 a 2,540 5,679 64,4

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Avaliando estatisticamente os valores médios do numero total (N) de cada
um dos grupos avaliados, verificou-se que o0 numero de vasos foi
significativamente maior principalmente no grupo membrana (GM) e, em parte, no

grupo membrana e 6leo (GMO).
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V. DISCUSSAO

A recuperacao satisfatéria dos animais deste experimento, verificadas a
analise das observacbes referentes aos parametros clinicos pdés-operatorio,
provavelmente, ocorreu em razao de que, rotineiramente utiliza-se o rato como
modelo experimental do estudo da cicatrizacao e teste de drogas na pele, uma vez
que o emprego destes roedores ja tenha sido padronizado em muitas pesquisas
dessa natureza (ALVARES, 1972; MASINI & CALAMO, 1986; MARCHINI, 1994).

Varios materiais biolégicos tém sido empregados como curativo oclusivo, por
possuirem propriedades antibacterianas e analgésicas, além de acelerar a
formacdo de tecido de granulagdo e epitelizagdo, (PREVEL et al.,, 1995). Os
tecidos de origem bioldgica, obtidos a partir de animais da mesma espécie ou de
espécies diferentes comportam-se, do ponto de vista imunolégico,
respectivamente, como materiais alogénicos e xenogénicos, podendo induzir
rejeicao, constituindo assim, fator que restringe a eficacia e o tempo de uso como
curativo ou enxerto (CHEM et al., 1992; JIA et al. 1995; SANTILLAN-DOHERTY et
al.,, 1996; ESCUDERO et al., 1997; RICHTERS et al. 1997; SCHORLEMMER &
KURRLE, 1997; SCHORLEMMER & KURRLE, 1998), embora neste estudo nao
se verificou sinal marcante desse tipo de ocorréncia frente aos tratamentos
utilizados.

Durante o uso de pele de Rana catesbeiana como cobertura temporaria de

feridas produzidas por queimadura grave em humanos, conservada por
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congelamento, sem a preocupacao de manter a viabilidade desse tecido, néao
foram relatados fenémenos de rejeicaio (GOMES, 1995) embora se deva
considerar que a depressao imunologica encontrada em pacientes portadores de
queimaduras extensas poderia concorrer para o aumento de tolerdncia aos
enxertos (KOLENIK et al., 1995;).

Quanto a avaliagdo macroscépica da regiao da ferida cirurgica, ora
analisada, nao foi verificada a ocorréncia de rejeicdo, da mesma forma que
GOMES et al.,, 1995 também nado a observaram ao utilizarem a pele de Rana
catesbeiana como cobertura temporaria de feridas produzidas por queimadura
grave em humanos. Por outro lado, FALCAO et al. (2002) ao investigarem o efeito
da pele de rd Rana catesbeiana aplicadas como curativo oclusivo em feridas
cutaneas de caes, constataram que este material ndo foi efetivo neste tratamento,
havendo ocorréncia de rejeicdo, as quais sugeriram como um fator causal,
ressaltando a necessidade do desenvolvimento de outros projetos com o propésito
de estabelecer o modo mais eficaz de utilizar este material.

Ainda sobre a analise macroscépica, verificou-se nos dias 3, 5, 7, 14 e 21 de
pds-operatério, principalmente nos animais do grupo controle (GC) e grupo 6leo
(GO), a presenca de crosta formada por fibrinas e exsudato, coincidindo com as
observacgoes feitas por (COTRAN et al., 2000). Porém, nas feridas dos animais do
grupo membrana a cicatrizagdo ocorreu mais cedo, aos 21 dias o sinal de leséo
era minimo, fato que também sucedeu nos grupos controle e membrana mais
6leo, embora em menor intensidade. Ja, no grupo 6leo, a presengca de crosta
ainda era evidente. Provavelmente a membrana e a associagdo membrana mais
6leo evitaram a ocorréncia de exudato intenso nas feridas, favorecendo a
cicatrizacdo, pois a membrana de latex apresenta fatores de crescimento, tais
como vascular endotelial “growth facto (VEGF)” e “transforming growth factor 31
(TGFB1)” em sua composi¢do, 0s quais, possivelmente, sejam responsaveis pela
inducéo da cicatrizagdo mais eficiente (FRADE et al., 2004).

Ao se analisar as preparagdes microscopicas referentes aos grupos e dias de
avaliacao propostos neste experimento, constatou-se, de forma geral, em todos os

eventos, mediante a verificagdo de caracteristicas bem semelhantes as relatadas
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por COTRAN et al, (2000), o desenvolvimento de um processo de cicatrizagao por
segunda intengao.

Genericamente, ao se comparar 0s eventos ocorridos entre 0s grupos
estudados nesta oportunidade é clara a constatacao da regeneracao tecidual, com
melhor eficiéncia, no grupo membrana (GM) o qual, apresentou cicatrizagao
acelerada, verificando-se ao vigésimo primeiro dia a regeneracdao completa das
lesbes, corroborando as descricbes de BATISTA et al. (1996); MRUE (1996);
THOMAZINI et al. (1997); LACHAT et al. (1997); POTERIO-FILHO et al. (1999);
OLIVEIRA et al. (1999); MRUE (2000); MENTE & CENEVIVA (2001); FRADE et al.
(2003); MRUE et al. (2004); PAULO et al. (2005); SOUSA et al. (2007).

Em seqliéncia, o grupo experimental que apresentou melhores resultados foi
0 grupo membrana mais 6leo de ra (GMO), que embora ndo tenha demonstrado
cicatrizacao completa aos 21 dias, neste periodo ja havia evidente reorganizacao
da epiderme, situagdo provavelmente explicada pelo fato de que a maioria das
espécies de anfibios apresenta grande variedade de substancias quimicas no
muco secretado pelas glandulas epidérmicas, as quais vém sendo estudadas pela
industria farmacéutica para a fabricagdo de antibiéticos e outros medicamentos,
constituindo-se em um novo campo de estudo da farmacologia (CLARK et al.,
1994; MOR et al. 1994; FEIO, 1997) e também, em razdo das observacoes de
interessantes diferencas no colageno da pele da ra, quando comparado ao
colageno de outros vertebrados (SAI & BABU, 2001).

No grupo onde se utilizou apenas o 6leo de ra, assim como no grupo
controle, a reparacado foi mais retardada quando comparada aos tratamentos
anteriores, tanto, que no caso do 6leo de ra deve-se considerar as colocacdes de
FALCAO et al. (2002), que ressaltaram a necessidade do desenvolvimento de
outros projetos com o propoésito de estabelecer o modo mais eficaz de utilizar a
pele de Rana catesbeiana, como curativo biolégico oclusivo, em feridas cutaneas
excisionais.

Mediante analise das amostras histolégicas dos diferentes grupos estudados,
constatou-se a ocorréncia de evidente processo de neovascularizagdo nas

amostras do grupo membrana, provavelmente em decorréncia da potente agéo
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angiogénica desse produto, fato que leva a aceleracéo da cicatrizagdo (POTERIO-
FILHO et al., 1999; SADER et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003; FRADE et al.,
2004 e PINHO et al., 2004), situagcdo também observada neste grupo, nesta
oportunidade.

As avaliagGes estereoldgicas e estatisticas foram fundamentais nas analises
comparativas entre o0s resultados observados em cada grupo estudado,
possibilitando quantificar as alteragdes verificadas (NIELSEN et al., 1986;
PEREIRA & MANDARIM-DE-LACERDA, 2001), propiciando dessa forma
constatar que o nimero de vasos foi significativamente maior no grupo membrana
(GM), fato que explica a cicatrizagdo acelerada que ocorreu nos animais deste
grupo, ja que a potente agdo angiogénica € fundamental no processo de
reparagao tecidual (BATISTA et al., 1996; MRUE, 1996; THOMAZINI et al., 1997;
LACHAT et al., 1997; POTERIO-FILHO et al., 1999; OLIVEIRA et al., 1999.
MRUE, 2000; MENTE & CENEVIVA, 2001; FRADE et al., 2003; MRUE et al.,
2004; PAULO et al., 2005 e SOUSA et al., 2007).

Quanto ao fato dos valores médios do volume de grupos celulares como o
de linfécitos e neutrdfilos terem sido significativamente maiores nos grupos
membrana e 6leo e grupo 6leo, provavelmente esta situacdo esta relacionada ao
processo normal de reparac¢do, pois isto também ocorreu no grupo controle
(COTRAN et al. 2000).
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VI. CONCLUSAO

Mediante os resultados obtidos, acredita-se poder concluir que tanto a
utilizacdo da membrana de latex natural, quanto da combinagdo da membrana e
do 6leo de ra, como apenas do 6leo de ra, permitiram a ocorréncia do processo de
reparagdo cutdnea em feridas cirlrgicas de ratos. Associado a isso, 0s
tratamentos foram biocompativeis, uma vez que n&o induziram a reagao
imunolégica de rejeicao.

O grupo GM promoveu intensa neoangiogénese e reparacao tecidual mais

acelerada, quando comparada aos outros grupos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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