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RESUMO

A criocirurgia tem sido utilizada no tratamento de diferentes enfermidades de
sistemas e 0rgdos, tanto na medicina humana quanto na medicina veterinaria, sendo sua
maior indicacdo o tratamento de dermatopatias. Contudo, efeitos adversos como a
cicatrizacdo lenta, cicatrizes extensas, disfuncdo estética e funcional, foram relatadas
apos a aplicacdo da substancia criogénica. O presente trabalho tem como objetivo
avaliar a influéncia da sulfadiazina de prata, propolis, &cidos graxos essenciais e
caléndula no tempo da cicatrizacdo de feridas cutaneas padronizadas e induzidas pelo
nitrogénio liquido em ratos. Utilizaram-se 40 ratos Wistar, divididos aleatoriamente em
cinco grupos de oito animais cada: grupo vaselina (V), grupo sulfadiazina de prata (S),
grupo prépolis (P), grupo acidos graxos essenciais (A) e grupo caléndula (C). Através
da aplicacdo do nitrogénio liquido pela técnica do spray aberto, realizou-se a inducéo de
duas feridas na regido dorsal em segmentos paralelos de pele, uma no antimero direito e
outra no esquerdo. A ferida direita recebeu o tratamento de acordo com o0s agentes
topicos escolhidos ou apenas com o veiculo da pomada (vaselina solida). A ferida
esquerda recebeu a limpeza com solucdo cloreto de sédio 0,9% ou nenhum tratamento
adicional. As aplicacdes topicas foram realizadas duas vezes ao dia, durante 28 dias
apos a inducdo das lesdes. Macroscopicamente, a cada dois dias, analisaram-se as
medidas das lesdes e calculou-se a area e a taxa de contracdo cicatricial das mesmas. No
28° dia pos-operatdrio, procedeu-se a coleta das bidpsias para avaliacdo histopatolédgica
e imuno-histoquimica, quanto & presenca de células inflamatdrias, intensidade de
deposicdo de colageno, densidade de mastdcitos, proliferacdo epitelial e angiogénese.
Com base nos resultados obtidos concluiu-se que: 1) o grupo prépolis apresenta a maior
taxa de contracdo das feridas, demonstrando diferenca estatistica significativa em
relacdo ao grupo sem tratamento nas avaliagdes a partir do 6° dia p6s-cirdrgico; 2) ndo
se observa diferencas estatisticas significativas entre os grupos pesquisados quanto a
proliferacdo epitelial, neovascularizacdo e deposicdo de colageno, nas avaliacdes
histopatoldgicas e imuno-histoquimicas aos 28 dias de pos-operatorio; 3) a terapia com
0S agentes topicos ou, apenas, com a limpeza com solucdo cloreto de sodio 0,9%
proporciona uma relevante evolugdo clinica das feridas frente a ndo intervengdo no
processo cicatricial. Sugere-se a necessidade de novos estudos com cicatrizacdo de
lesGes causadas pela criocirurgia, no que diz respeito as ferramentas que podem ser
usadas com o intuito de acelerar esse processo e melhorar a qualidade das cicatrizes.

Palavras-chave: pele, criocirurgia, crionecrose, agentes topicos, processo cicatricial



ABSTRACT

Cryosurgery has been used to treat different diseases of systems and organs in
both human and veterinary medicine. Although treatment of skin disorders is the
leading indication, adverse effects, such as delayed wound healing, large scars,
esthetical deformation, and functional impairment, have been reported with
administration of cryogenic substance. This study aims to evaluate the influence of
silver sulfadiazine, propolis, essential fatty acids and calendula at healing time of
cutaneous wounds that were standardized and induced by liquid nitrogen in rats. For
that, forty Wistar rats were randomly divided in five groups of eight animals each:
vaseline group (V), silver sulfadiazine group (S), propolis group (P), essential fatty
acids group (A) and calendula group (C). Two parallel lesions were produced in the
dorsal region of each rat through the application of liquid nitrogen by spraying
technique. The right wound received treatment according to the chosen topical agents
or only with ointment vehicle (solid vaseline). The left wound was just cleaned with a
0.9% sodium chloride solution or it received no additional treatment. Topical
applications were carried out twice daily for 28 days after wound induction.
Macroscopically, every two days, the wounds were measured to calculate their area
and healing rate. On the 28" postoperative day, biopsies were performed for
histopathological and immunohistochemical evaluations. Microscopic analysis
included: presence of inflammatory cells, intensity of collagen deposition, mast cells
density, epithelial proliferation and angiogenesis. By the obtained results, the study
concludes that: 1) propolis group shows the highest wound contraction rate, with a
statistical difference to the untreated group in all the evaluations performed after the
sixth day of treatment; 2) there were no significant differences among groups regarding
epithelial proliferation, neovascularization and collagen deposition; 3) therapy with
topical agents or just a cleaning with 0.9% sodium chloride solution provides an
important clinical evolution of wounds when compared to non-intervention in healing
process. Lastly, this paper proposes that new studies on ways of accelerating and
improving quality of the healing process following cryosurgery are necessary.

Key words: skin, cryosurgery, cryonecrosis, topical agents, healing process
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1 INTRODUCAO

As tentativas humanas de intervir no processo de cicatrizacao das feridas, sejam
elas acidentais ou provocadas intencionalmente como parte da realizacdo de
procedimentos, remontam a Antiguidade, demonstrando que desde entdo ja se
reconhecia a importancia de protegé-las de forma a evitar complicacdes e repercussoes
negativas para o paciente.

As feridas em animais representam uma constante raz&o para a busca de atencéo
veterinaria. A forma como elas sdo tratadas afeta diretamente a taxa de cura, o tempo de
cicatrizacao, o retorno a funcdo normal e a aparéncia cosmética final. O tratamento das
lesGes cutaneas depende da fase de cicatrizacdo da ferida e pode incluir debridamento
mecanico ou quimico, irrigacdo da area afetada, utilizacdo de antissépticos e de
antibioticos, aplicacdo de curativos e de agentes topicos.

A criocirurgia € uma técnica rapida de tratamento quando comparada a excisdo
cirdrgica tradicional. Apresenta menor potencial de invasividade e menor risco de
morbidade do paciente. Porém, alguns autores e especialistas na area referem como
efeitos adversos a cicatrizacdo lenta, cicatrizes extensas, disfuncédo estética e funcional
importante, apos a aplicacdo da substancia criogénica.

A criocirurgia tem sido utilizada no tratamento de diferentes enfermidades de
sistemas ou O6rgdos, embora ainda haja um maior emprego no tratamento de
dermatopatias. Na medicina € indicada para o tratamento de mais de 60 tipos de lesbes
dermatoldgicas inflamatérias ou neoplasicas, além de mais de quinze tipos de
neoplasias malignas. Na medicina veterinaria, a criocirurgia também tem sido mais
aplicada em dermatologia, como por exemplo, nos granulomas de origem infecciosa ou
estéreis, piodermites profundas, hiperplasias, cistos, fistulas e neoplasias benignas e
malignas. Contudo, com o avanc¢o do conhecimento, as aplicacGes se ampliaram tanto
na medicina como na veterinaria, para diferentes neoplasias em outros 6rgdos como
olhos, prostata, figado, pancreas, pulméo, linfonodos, 0ssos e sistema nervoso.

No entanto, mesmo com todas essas indicagfes do tratamento criocirirgico, nas
areas da satude humana e animal, ndo existem trabalhos sobre a utilizacdo de agentes
topicos ou qualquer outro tratamento adicional, ap6s as sessdes de congelamento pelo
nitrogénio liquido em lesdes cuténeas. Dessa forma, desconhece-se a influéncia que tais

produtos poderiam ter frente a cicatrizacdo de queimaduras cutaneas causadas pelo frio,
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tanto no que diz respeito a diminuigdo do tempo de reparo tecidual como na qualidade
da cicatriz formada.

Através deste estudo, pretende-se avaliar a cicatrizacdo de feridas cutaneas
provocadas por congelamento com nitrogénio liquido em ratos e a influéncia da
sulfadiazina de prata, propolis, acidos graxos essenciais e caléndula nesse processo. Esta
pesquisa visa testar a utilizacdo de agentes topicos, que sdo indicados em casos de
queimaduras causadas pelo calor em humanos, em gueimaduras provocadas pelo frio. A
partir do conhecimento dos resultados obtidos neste trabalho, busca-se uma aplicagéo
clinica rotineira no tratamento de pacientes portadores de defeitos cutdneos, causados

apos sessdes de criocirurgia.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a influéncia da sulfadiazina de prata, prdpolis, acidos graxos essenciais e
caléndula no tempo da cicatrizacdo de feridas cutaneas padronizadas e induzidas pelo

nitrogénio liquido em ratos Wistar.

2.2 ESPECIFICOS

= Auvaliar a eficiéncia do tratamento de feridas cutaneas com os agentes topicos

propostos e comparar as diferencas obtidas entre os grupos pesquisados;
Estas comparacOes serdo baseadas em resposta aos seguintes testes:

= Caélculo da taxa de contracdo por meio da medida da ferida com a utilizacdo de
paquimetro digital nos dias zero, dois, quatro, seis, oito, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
22,24, 26 e 28;

» Auvaliagdo da atividade celular, neovascularizagdo e deposicdo de coldgeno
através de histopatologia e imuno-histoquimica das amostras obtidas no 28° dia;

= Acompanhamento da evolucdo dos tratamentos atraves de imagens fotograficas
do processo de cicatrizacdo das feridas nos dias zero, dois, quatro, seis, oito, 10,
12,14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 e 28.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 O animal experimental

O animal experimental adotado para este estudo foi o rato (Rattus norvegicus,
linhagem Wistar), pertencente a ordem Rodentia e a familia Muridae.

O Rattus norvegicus foi o primeiro mamifero a ser domesticado com propdsitos
cientificos. O primeiro trabalho de pesquisa utilizando esse animal foi realizado na
Franca, em 1856, para estudar os efeitos da adrenalectomia, por um pesquisador
chamado Philipeaux. A linhagem Wistar, usada no mundo todo, foi desenvolvida no
mais antigo Instituto de Pesquisa dos Estados Unidos, o Instituto Wistar, na Filadélfia.
O fato de uma mesma linhagem ser utilizada em varios laboratdrios é importante porque
permite a repeticdo de um mesmo experimento, em diferentes centros de pesquisa no
mundo (LAPCHIK et al., 2009).

O rato Wistar vem sendo utilizado para diversos propdsitos, incluindo estudos de
regeneracdo tecidual, reumatologia e endocrinologia (TUFIK et al., 2004). Atualmente,
diversas pesquisas tém sido realizadas na area de cicatrizagdo cutanea e cirurgia plastica
utilizando esse animal como experimental (RAHAL et al., 2003; NITZ, 2005; VIEIRA
et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2009; PIMENTEL, 2011; BATISTA et al., 2012;
LOSS, 2013).

3.2 A pele e os mecanismos de reparo tecidual

3.2.1 Anatomia e fisiologia da pele

A pele é a principal barreira de protecdo do organismo e tem como funcdes
bésicas impedir a perda excessiva de liquidos, proteger da acdo de agentes externos,
sintetizar vitamina D com a exposi¢do aos raios solares, agir como 6rgdo do sentido e
participar da termorregulacdo corporea (SMELTZER & BARE, 2005).

A pele é o maior orgdo do corpo, recobrindo-o em sua totalidade. Continua-se
com as membranas mucosas que revestem 0s sistemas digestorio, respiratorio e
urogenital, nos locais onde estes se abrem para a superficie. Histologicamente, é
dividida em duas camadas distintas, a epiderme e a derme, firmemente unidas entre si

(Figura 1). A epiderme é a camada mais externa, composta por quatro diferentes
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linhagens celulares: os queratindcitos, os melandcitos, as células de Langerhans e as
células de Merkel. A derme é a camada mais profunda e é formada por tecido
conjuntivo (DYCE et al., 1990; BANKS, 1992; BLANES, 2004).

Poro c > | Gla})n,dula
; orpusculo sebacea
StEiBHpa de Meissner;

Camada cornea

Epiderme l (queratinizada)
Terminagao
nervosalivre
Derme— Glandula

sudoripara
=\ Musculo eretor

TE S ]’ S, J! G sffﬂ' do pélo

e

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Artéria

Veia Ealiculo piloso

Figura 1 - Diagrama esquematico da estrutura da pele humana. FONTE: BEAR et al.,
2008.

A epiderme organiza-se em camadas e, a medida que as mais superficiais sao
eliminadas, as camadas mais profundas sdo restauradas por divisdo celular. Nos
animais, é constituida por quatro camadas: germinativa, espinhosa, granulosa e cérnea.
A camada germinativa é a mais profunda e faz limite com a derme. A camada cérnea, a
mais superficial, é constituida por células escamosas cheias de queratina, que
proporcionam protecdo contra traumas fisicos e quimicos. As varias camadas de
queratinécitos intimamente unidos uns aos outros, fornecem barreira contra a invasdo de
microorganismos e agua. O pigmento melanina na epiderme protege os tecidos
subjacentes dos efeitos nocivos da luz ultravioleta (BANKS, 1992; BLANES, 2004).

A derme é uma espessa camada de tecido conjuntivo que se estende da epiderme

até o tecido subcutaneo. E composta principalmente por uma matriz extracelular rica em
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fibras colagenas, apresentando-se bastante vascularizada e inervada, podendo, também,
conter glandulas sebaceas e sudoriparas e foliculos pilosos. Pode ser dividida em
camada papilar, mais externa, e camada reticular, mais interna (BANKS, 1992;
BLANES, 2004). A derme contém muitos tipos diferentes de células, incluindo
fibroblastos e fibrécitos, macr6fagos, mastocitos e leucdcitos sanguineos,
particularmente neutrofilos, eosindéfilos, linfocitos e mondcitos. Esta camada fornece

uma base firme para a epiderme e para 0s anexos cutaneos (DYCE et al., 1990).

3.2.2 Cicatrizagao cutanea

A cicatrizacdo de ferimentos comeca imediatamente apds uma lesdo ou inciséo e
corresponde a uma combinacédo de eventos fisicos, quimicos e celulares que restaura um
tecido ferido (HEDLUND, 2005). O processo de cicatrizacdo é continuo e cada fase é
crucial para o resultado final, pois cada uma delas influencia no desenvolvimento e
duracdo da fase seguinte. Portanto, o mais rapido reparo sera o mais funcional e
cosmeticamente aceitdvel (SWAIN & HENDERSON, 1997).

A cicatrizagdo pode ser dividida em fases baseadas nas -caracteristicas
microscopicas apresentadas, sendo estas iniciadas, mediadas e sustentadas por eventos
bioquimicos complexos que tém como mediadores citocinas e fatores de crescimento.
Este processo envolve uma regulada cascata de eventos, iniciada pela interagdo entre
alguns tipos celulares, fatores sollveis e componentes da matriz extracelular
(NWOMEH et al., 1998). Recrutamento de células inflamatorias, angiogénese,
formagdo de tecido de granulagdo, proliferacdo de fibroblastos e migragéo de
queratindcitos contribuem para restaurar a integridade funcional e anatdmica do tecido.
A perfeita interagdo de todos esses fatores determina a qualidade e a velocidade de
cicatrizacdo de uma lesdo (ROH & LYLE, 2006).

A cicatrizagdo, para ser mais bem compreendida, pode ser dividida em trés fases
que se sobrepdem: inflamatoria, proliferativa (ou fase de reparo) e de maturacdo (ou
fase de remodelamento). O reconhecimento dessas fases, com base nas caracteristicas
macroscopicas, permite ao clinico fazer uma associagdo entre os eventos microscopicos
e bioquimicos; o conhecimento desses eventos direciona ao manejo apropriado da ferida
(HOSGOOD, 2006). A fase inflamatoria é iniciada logo apos a lesdo e as fases
subsequentes sd@o dependentes de cada fase anterior (DYSON, 1997; LIPTAK, 1997;
PAVLETIC, 2010).
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Na fase inflamatodria (0 a 3 dias) ocorre a vasoconstri¢do reflexa e oclusédo de
pequenos vasos, com acumulo plaquetario e deposicdo de coagulos de fibrina. Essa
vasoconstricdo tem duracdo de 5 a 10 minutos e é seguida por uma vasodilatacdo que
permite a passagem de células e fluidos atraves das paredes dos vasos sanguineos para o
espaco extravascular, diluindo substancias toxicas e favorecendo a diapedese
leucocitaria (HEDLUND, 2005; HOSGOOD, 2006; PAVLETIC, 2010). Esta
vasodilatacdo com extravasamento de elementos para o exterior do vaso forma um
exsudato, traduzido clinicamente por tumor, calor, rubor e dor, cuja intensidade
correlaciona-se com o tipo e grau de agressdao. Juntamente com todas estas alteragoes,
que correspondem a resposta vascular, existe uma resposta celular. Algumas células sdo
importantes nesta fase: os neutrofilos sdo responsaveis pela digestdo de bactérias e
tecidos desvitalizados e os mondcitos transformam-se em macrdéfagos e auxiliam na
fagocitose de bactérias e restos celulares. Ap6s o trauma, sdo liberados mediadores
celulares, os quais estimulam a elaboracdo de substancias, que desenvolvem o
fendmeno inflamat6rio (histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e
tromboxanos, linfocinas, interleucina 1 e 2) (BLANES, 2004; HEDLUND, 2005). A
agregacdo plaquetaria e a coagulagdo sanguinea produzem um coagulo que sela 0s vasos
rompidos e impede o extravasamento sanguineo adicional (DYSON, 1997). O coagulo,
formado por plaquetas, fibrina, eritrécitos e leucdcitos, também é responsavel por
estabilizar as bordas da ferida e fornecer a ela uma resisténcia minima (HOSGOOD,
2006).

Os neutrofilos possuem vida curta, fagocitam microorganismos e ap0s, degeneram
e morrem. Dessa forma, liberam enzimas que auxiliam os mondcitos a retirar os restos
necroticos do local. As plaquetas s@o as primeiras células reparadoras a aparecerem em
uma ferida, e elas produzem alguns dos fatores de crescimento que cumprem um
importante papel na fase reparadora da cicatrizagdo “epidermal growth fator” (EGF),
fator plaquetério IV, “insulin-like growth facto-1” (IGF-1), “transforming growth fator-
beta” (TGF-B) (SWAIN & HENDERSON, 1997). Os monocitos sdo essenciais a
cicatrizagdo. Privada de outros elementos celulares, as feridas continuam cicatrizando;
contudo, se privada dos mondcitos e suas fungdes, as feridas ndo cicatrizam (SWAIN &
HENDERSON, 1997; BALBINO et al., 2005). Os mondcitos atraem fibroblastos para a
ferida, estimulando estes para a maturagdo da sintese de coldgeno e tornam-se
macrofagos quando ingressam na ferida, fagocitando tecidos e fragmentos mortos
(RAISER, 1995; ANDERSON, 1996; PAVLETIC, 2010). Quando se diferenciam em
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macrofagos, sintetizam e liberam proteases debridantes que retiram coagulos de fibrina
e colageno, restos e fragmentos de células mortas. Liberam fatores de crescimento de
células endoteliais que atraem mais fibroblastos para a ferida. A chegada dos linfocitos
coincide com a chegada dos macrofagos, e existe uma interacdo entre eles. A duragdo
desta fase depende da quantidade de fragmentos e infecgéo, sendo entdo importante o
debridamento cirurgico, hemostasia e drenagem da lesdo. Quanto mais infectada e mais
restos de tecidos mortos restarem na ferida, mais tempo durardo as fases inflamatéria e
de debridamento, levando a um retardo no processo cicatricial (ANDERSON, 1996;
SWAIN & HENDERSON, 1997; HATANAKA & CURI, 2007).

A fase de proliferacédo ou fibroblastica ou de reparo (3 a 14 dias) é composta
pelos seguintes processos: proliferacédo fibroblastica, infiltracdo capilar e, proliferacéo e
migracdo epitelial. Nessa fase ocorre intensa migracdo e proliferacdo celular,
principalmente de fibroblastos e queratindcitos (SEPHEL & WOODWARD, 2006), que
atuam para o reparo do tecido conjuntivo e do epitélio. Os fibroblastos surgem por volta
do segundo e terceiro dia apds o trauma. Sdo células importantes na producdo de
componentes da substancia fundamental e colageno. Com o aumento do ndmero de
fibroblastos ativados para producdo de colageno no local, a matriz extracelular comeca
a ser substituida por um tecido conjuntivo mais denso e elastico. Esse processo €
denominado de fibroplasia e sua eficiéncia € dependente da ocorréncia em paralelo da
formacdo de novos vasos sanguineos, ou seja, da neovascularizacdo da regido
(HARTLAPP et al., 2001; HATANAKA & CURI, 2007).

Os fibroblastos séo os principais componentes do tecido de granulacdo e, apds
influéncia dos fatores de crescimento, sdo ativados e migram das bordas para o centro
da ferida (THEORET, 2005; STOCUM, 2006). A inducdo da angiogénese ocorre
principalmente pela agdo direta de fatores de crescimento sobre as celulas endoteliais
(BALBINO et al., 2005; MENDONGCA & COUTINHO-NETTO, 2009). Por volta do
quarto dia, com a fibroplasia e a angiogénese, inicia-se a formacdo do tecido de
granulacdo, o qual é constituido por macrofagos, fibroblastos, células inflamatorias e
componentes neovasculares, 0s quais sdo sustentados pela matriz extracelular. Esse
tecido é edematoso, exsudativo e caracteriza-se pela presenca de muitos espagos vazios,
devido a imaturidade dos vasos (BAUM & ARPEY, 2005; HATANAKA & CURI,
2007). Durante o amadurecimento fenotipico dos fibroblastos em células produtoras de
colageno, o processo de contracdo da ferida alcanca sua eficiéncia maxima. Isto ocorre

devido a diferenciacdo de alguns fibroblastos das margens das feridas em
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miofibroblastos, ceélulas com caracteristicas funcionais semelhantes as células do
musculo liso (THEORET, 2005; SEPHEL & WOODWARD, 2006).

A formacdo do epitélio ocorre pelo aumento de tamanho, da divisdo e da
migracdo das células da camada basal da epiderme sobre a &rea de reparagdo do tecido
conjuntivo subjacente. Nas feridas com perda total da derme, a epitelizacdo se faz
apenas das margens da mesma, pois ndo ha anexos cutaneos remanescentes. A
ineficiéncia do processo mitdtico destas células nas etapas iniciais € devido a
inexisténcia de substrato adequado na regido da ferida, que somente é fornecido quando
o tecido de granulacdo alcanca o nivel da epiderme (BALBINO et al., 2005). Em feridas
suturadas, celulas epiteliais podem cobrir a ferida em 12 a 24 horas. Ja em feridas
abertas com espessura total, um leito de granulacdo deve formar-se antes da
epitelizacdo; sendo assim, ocorre um intervalo de quatro a cinco dias (PAVLETIC,
2010).

Os fatores mais importantes que influenciam a epitelizacdo sdo os fatores de
crescimento de macréfagos e plaquetas. Fatores de crescimento epidermal também sdo
importantes para a proliferacdo fibroblastica e de tecido de granulacdo. O excesso de
lactato, sintetizado por macrofagos, também estimula a deposi¢do de coladgeno. A
migracdo epitelial é guiada pelas fibras de colageno (HEDLUND, 2005; PAVLETIC,
2010). O teor de agua no leito da ferida aparentemente facilita a migracao epitelial, pois
feridas com tecidos adequadamente Umidos reparam mais rapidamente do que feridas
ressecadas (HANKS & SPODNICK, 2005). Enquanto as células epiteliais se deslocam,
hd a liberacdo de colagenase para facilitar sua migracdo abaixo da crosta, que sera
posteriormente separada da superficie da ferida devido a acdo dessa enzima. O contato
entre as células epiteliais em todos os lados resulta na inibigdo de uma migragéo celular
adicional (inibicdo densidade dependente) (HEDLUND, 2005; HOSGOOD, 2006;
PAVLETIC, 2010).

A fase de maturacdo ou remodelacdo (14 dias a um ano) é a fase final da
cicatrizacdo de uma ferida e corresponde a remodelacdo e restauracdo da estrutura
normal de tecidos (ANDERSON, 1996). A transi¢do da matriz extracelular em cicatriz
requer o remodelamento do tecido conjuntivo presente na lesdo (HOSGOOD, 2006).
Ocorre entdo o remodelamento do colageno, com um equilibrio entre a deposicéo e o
catabolismo deste, e a substituicdo do coldgeno tipo 11, que gradualmente se reduz, pelo
colageno tipo I, que aumenta. Enzimas colagenase especificas (metaloproteinases)

produzidas pelos macrofagos, fibroblastos e células epidérmicas degradam os colagenos
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tipos I, 11, 111, X e XIlI e as fibras de coldgeno ndo-funcionais presentes na ferida. A
deposicdo de colageno esta diretamente relacionada a resisténcia a tracdo exercida pela
ferida (PAVLETIC, 2010). Durante essa fase, a quantidade de fibronectina e &cido
hialuronico da matriz extracelular sdo reduzidos e a quantidade de proteoglicanos se
eleva. Os proteoglicanos sdo responsaveis pelo aumento na elasticidade da ferida
(DYSON, 1997). Conforme a maturacdo da ferida progride, a densa rede de capilares do
tecido de granulacdo saudavel declina, assim como sua celularidade, devido a apoptose
das células. O resultado € a substituicdo do tecido de granulacdo pelo tecido cicatricial,
concluindo o reparo da lesdo. Em feridas crénicas, ha o desenvolvimento de uma matriz
fibrosa marcada pela deposicdo de coldgeno e uma decadéncia na quantidade de
capilares (DYSON, 1997; HOSGOOD, 2006; PAVLETIC, 2010).

De um modo geral, as feridas agudas respondem de maneira rapida, cicatrizam
sem maiores complicacgdes, enquanto as feridas crénicas sdo de longa duracao, podendo
reincidir frequentemente. Uma caracteristica marcante de inflamacdo crbnica € a
proliferacdo de mondcitos. Isso acontece quando ha presenca de um "provocador da
lesdo", como material estranho ou até mesmo bactérias, desencadeando entdo uma
proliferacdo dos mondcitos (HOSGOOD, 2007). Os fatores que retardam a cicatrizacéo
sdo: infeccdes, tecido de granulacdo excessivo, mudancas repetidas de curativos,
hipotermia, hipoproteinemia, baixa tensdo de oxigénio, dissecacdo da superficie da
ferida, anemia, uremia, diabetes, hiperadrenocorticismo, doenca hepatica, farmacos
citotoxicos, anti-inflamatérios  ndo-esteroidais  (AINE'S) e corticosterdides
(ANDERSON, 1996; HOSGOOD, 2007).

3.3 Criocirurgia

3.3.1 Historico

O uso do frio pela medicina é muito antigo. Inicialmente utilizado de forma
empirica, teve grandes avancos nos séculos XIX e XX com a evolucdo da Fisica e,
principalmente, do conhecimento que se adquiriu sobre a liquefagcdo dos gases. Pode-se
utilizar o frio de duas maneiras, aparentemente paradoxais: a conservacdo e a
destruicdo. O conhecimento de diferentes técnicas permite a manutencdo pelo frio
chamada de criopreservacdo (de medula dssea, de sangue e de gametas), enquanto a
destruicdo de tecidos é promovida pela crionecrose. Entre esses dois polos extremos,
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alguns autores consideram como crioterapia a utilizagdo de baixas temperaturas na
fisioterapia para tratamento de processos morbidos articulares e musculares (LUCAS &
LARSSON, 2007).

A criocirurgia também denominada de crioablacdo, crioterapia ou cirurgia por
congelamento, é uma modalidade terapéutica onde as baixas temperaturas séo utilizadas
para destruir tecidos comprometidos. Etimologicamente, o prefixo “crio” deriva do
grego “kruos” significando frio. Inicialmente, foi conceituada por Cooper (1963) como
a aplicacdo do frio com fins terapéuticos visando o congelamento dos tecidos
bioldgicos, o que acarretaria inibigdo fisiologica ou a destruicdo tecidual. J&, segundo
Goldstein & Hess (1977) seria o procedimento no qual haveria a destruicao seletiva de
tecidos quando da interposicdo em alternancia de ciclos de congelamento e de
descongelamento. Withrow (1980) referiu-se a tal modalidade de terapia como sendo 0
uso de baixas temperaturas, induzindo a morte celular. Finalmente, ainda em termos
conceituais, Hong & Rubinsky (1994) a definiram como a destrui¢do “in situ” de
tecidos cancerigenos pelo emprego do congelamento localizado.

Este tipo de terapia ja fora referido na literatura médica que antecede a era crista.
Homero (900 a.C.) e Hipdcrates (400 d.C.) descreveram os efeitos benéficos do frio no
controle local de hemorragias e na diminuicdo de edemas quando do tratamento de
ferimentos (PODKONJAK, 1982). Cornelio Celso (25 d.C.) foi o primeiro a descrever
lesbes provocadas pelo frio, classificando-as desde graus leves até a gangrena. Galeno
(70 d.C.) menciona a diminuicdo de sensibilidade dolorosa ap6s o tratamento de lesdes
pelo frio, em seu manuscrito intitulado “Pain as a means of diagnostic” (MARQUES,
1989).

Em 1899, White descreveu a utilizacdo do entdo recentemente desenvolvido “ar
liquido” no tratamento de lesdes superficiais de pele e de doencas dermatologicas como
o llpus, os epiteliomas e alguns canceres (BAXTER, 1977; PODKONJAK, 1982).
Allington (1950) utilizou zaragatoas embebidas em nitrogénio no tratamento de doencas
de pele (SEIM, 1980). O primeiro aparelho capaz de conduzir o nitrogénio por uma
sonda e propiciar o congelamento controlado de tecidos foi desenvolvido pelo médico
Irving Cooper e pelo engenheiro Arnold Lee, o qual serviu de prototipo e deu origem
aos equipamentos empregados até os dias atuais (KUFLIK et al., 2000).

Entre 1961 e 1970, a criocirurgia foi utilizada em distintos tratamentos de
diferentes especialidades, encontrando aplicacio em ginecologia, neurologia,

proctologia e ortopedia, dentre outras (RUBINSKY, 2000). Essa tecnica foi,
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provavelmente, a primeira pouco invasiva para o tratamento de tecidos neoplésicos, fato
este que propiciou seu grande desenvolvimento na década de 1960. Entretanto, esta
mesma natureza pouco invasiva criou obstaculos para o preciso controle deste
procedimento, principalmente quando aplicado em lesGes de grandes dimensfes ou em
6rgdos internos. Esta falta de precisdo foi decisiva para o decréscimo da sua utilizacdo e
substituicdo por outras técnicas, na década de 1980, restringindo, novamente, 0 seu
emprego a dermatologia e a ginecologia. Porém, na década de 1990, o avanco de
modelos mateméaticos e o0 desenvolvimento de técnicas de imagem, como a
ultrassonografia, tomografia computadorizada e ressonéncia magnética, propiciaram o
“renascimento” e novas indicagdes para a aplicacdo do frio na medicina (SANDISON,
2002; BUTTS et al., 2003; ESCUDERO et al., 2003).

Comparando os relatos do emprego da criocirurgia na medicina veterinaria com
aqueles da medicina humana, pode-se verificar que até meados deste século eram raros
os trabalhos relativos ao emprego de agentes criégenos em lesdes evidenciadas em
animais. O trabalho pioneiro foi de Openchowski, em 1883, que realizou estudos de
fisiologia utilizando-se do congelamento localizado na regido do cortex cerebral de
caes. Balthasar, em 1957, desenvolveu estudo semelhante em cérebros de gatos,
concluindo que o frio seria um excelente método para produzir necrose tecidual aliando-
se a esta observacdo a baixa ocorréncia de hemorragia (PODKONJAK, 1982;
MARQUES, 1989). Em 1975, Farrell tratou, pela primeira vez, um caso de sarcoide
equino com gelo seco (PODKONJAK, 1982). Na década de 1970, veterinarios ingleses
e americanos, passaram a publicar trabalhos, retratando a experiéncia obtida, em

animais de guarda e companhia (GREINER et al., 1975).

3.3.2 Mecanismos de morte celular induzida pelo frio (crionecrose)

A crionecrose € a lesdo celular direta, que ocorre em resposta a exposicao a
temperatura negativa extrema. A célula desidrata e ocorre alta concentragdo dos solutos
que causam danos a membrana celular e as enzimas e proteinas intracelulares. Outro
mecanismo € a injuria vascular, porque com o congelamento ocorre estase vascular,
principalmente na microcirculagdo. Como resultado ha isquemia com posterior necrose
tissular (NISHIDA et al., 2011). A ocorréncia da crionecrose pode ser classificada de

acordo com o tempo em fase imediata, retardada e tardia (SEIM, 1980).
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A fase imediata ocorre ainda durante o ciclo de congelamento/
descongelamento, no qual as células sdo destruidas instantaneamente em decorréncia de
quatro eventos simultaneos (CASTRO et al., 2013).

O primeiro evento ocorre com 0 congelamento da agua contida nos tecidos,
especialmente a &gua intersticial livre, que forma cristais extracelulares. Dessa forma se
produz um ambiente hiperosmolar, fazendo com que a 4gua do meio intracelular seja
deslocada para o meio extracelular, o que conduz a desidratacdo celular e a
concentracdo toxica de eletrolitos, que causam um dano irreparavel a célula (SEIM,
1980; GAGE & BAUST, 1998; HOFFMANN & BISCHOF, 2002).

O segundo evento é a formacdo de cristais de gelo, intra ou extracelular,
dependendo do ciclo, ou seja, da velocidade com que o tecido é congelado e, em
seguida, descongelado. O congelamento lento produz grandes cristais principalmente no
meio extracelular, onde sdo menos letais, mas provocam desequilibrio osmotico. Para
manter o equilibrio, a célula acaba perdendo agua para o intersticio, 0 que conduz a uma
concentracdo de eletrélitos dentro das células e uma série de alteracdes. A medida que
esta concentracdo vai aumentando, maior serd a morte celular (SEIM, 1980; GAGE &
BAUST, 1998; HOFFMANN & BISCHOF, 2002). Entretanto, quando o congelamento
ocorre rapidamente, a célula ndo é capaz de perder dgua para 0 meio externo para
manter o equilibrio, formando-se entdo, cristais intracelulares. Se na sequéncia ocorrer
um descongelamento lento, 0s pequenos cristais inicialmente in6cuos se transformardo
em grandes cristais, causando ruptura de organelas e membranas, levando a morte
celular (GREINER et al., 1975; NISHIDA et al., 2011). Caso o descongelamento ocorra
rapidamente, os pequenos cristais irdo apenas derreter (HOFFMANN & BISCHOF,
2002). Portanto, pode-se dizer que maior sera a destrui¢édo celular quando o ciclo for de
congelamento rapido seguido de descongelamento lento (SEIM, 1980).

O terceiro evento é a desnaturagdo de proteinas, a partir de complexos
lipoproteicos das membranas celulares, que tém ligacGes instaveis e sensiveis as
mudancgas fisicas causadas pelo congelamento, o que desencadeia dano e destruicdo das
membranas celulares. A perda de fosfolipidio aumenta a permeabilidade da membrana
celular, leva ao aumento no volume e posterior lise, podendo ocorrer tanto durante o
congelamento quanto no descongelamento (GAGE & BAUST, 1998). Todas as
membranas de uma célula, como as das mitocondrias, microssomas e nucleo sofrem

danos pelo congelamento, devido a desnhaturacdo dos complexos lipoproteicos. Além
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disso, as alteragdes eletroliticas que ocorrem durante o congelamento causam danos as
proteinas e aos sistemas enzimaticos (NISHIDA et al., 2011).

O quarto evento é o choque térmico, que se refere a lesdo celular causada pela
mudanga brusca de temperatura, independente dos efeitos diretos do congelamento.
Sup0e-se, que 0 choque térmico aconteca pela variacdo da capacidade de expansdo das
membranas dos varios componentes celulares, que se rompem durante essa mudanca de
temperatura (SEIM, 1980; NISHIDA et al., 2011).

A fase retardada ocorre algumas horas ap6s o fim do ciclo, na area de
exposicdo ao agente cridgeno. E caracterizada pelos efeitos da estase vascular, sendo
muito estudada em lesGes cutaneas causadas pela neve. A principal alteracdo que ocorre
nessa fase € a aglutinacdo, tamponamento e aderéncia de células vermelhas entre si e a
parede do vaso. Como resultado da estase vascular ocorre trombose e isquemia,
seguidas de hipoxia ou até mesmo andxia, mudanca de pH e morte celular (GAGE &
BAUST, 1998; HOFFMANN & BISCHOF, 2002).

A anoxia celular consequente da perda de circulacdo é considerada o principal
mecanismo de lesdo na criocirurgia. Apds o descongelamento dos tecidos, a estase
microcirculatdria se desenvolve rapidamente. A resposta inicial a refrigeracdo do tecido
¢ a vasoconstricdo, reducdo e até interrupcdo do fluxo sanguineo, quando o
congelamento é completo (GAGE & BAUST, 1998; NISHIDA et al., 2011).

Durante o descongelamento, quando a temperatura se aproxima de 0°C, ha o
retorno da circulagcdo, nessa fase com vasodilatacdo, hiperemia e aumento da
permeabilidade vascular, o que causa um edema que progride por algumas horas.
Ocorre, na sequéncia, lesdo na jungdo endotelial pela destruicdo celular e distenséo
vascular provocada pelo congelamento e liberacdo de radicais livres no momento da
reperfusdo tecidual. Como os tecidos ficam privados de sangue durante o congelamento,
as células liberam fatores vasoativos apos o descongelamento, causando vasodilatagdo e
reperfusdo tecidual. As lesdes endoteliais além de agravarem o aumento da
permeabilidade e edema ja presentes, provocam agregacdo plaquetaria, formando
microtrombos e consequente interrupcdo da circulacdo em, aproximadamente, 30-35
minutos a contar do descongelamento. A perda de suprimento sanguineo priva o tecido
de qualquer possibilidade de vida, resultando em necrose uniforme, exceto na periferia
da area submetida ao congelamento (HOFFMANN & BISCHOF, 2002; NISHIDA et
al., 2011).
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Apo6s 30 minutos de submissdo a temperatura de 20°C negativos toda a
circulacdo se encontra interrompida, havendo trombose completa dos vasos, com sinais
de necrose isquémica do tecido adjacente. A area deficientemente perfundida € sempre
menor que a area congelada e sera ainda menor se proximo a ela estiver situada uma
grande artéria (MARQUES, 1989). Histologicamente, todo este processo assemelha-se
a um infarto, havendo uma ténue linha de divisdo entre o tecido normal e aquele
congelado. Apenas a microcirculacdo é comprometida, as grandes artérias manterao sua
funcdo mesmo apds o seu congelamento (WITHROW et al., 1975).

A fase tardia ou imunoldgica é de especial interesse no tratamento de
neoplasias malignas. Este fenbémeno ocorre devido a formacdo de anticorpos
antineoplasicos, resultantes da criocirurgia, 0 que alteraria a constituicdo antigénica
celular. De acordo com esta hipdtese, ap6s a criocirurgia, o0 sistema imune seria
sensibilizado pelo tecido destruido e estimulado a combater células remanescentes, que
ndo foram totalmente destruidas pelo procedimento criocirargico (SEIM, 1980; GAGE
& BAUST, 1998; KUFLIK et al., 2000; RUBINSKY, 2000; HOFFMANN &
BISCHOF, 2002).

Neel et al. (1971) verificaram que a resposta imunoldgica a tumores multifocais
€ maior apés a destruicdo de um tumor “in situ” por congelamento, do que quando
removido por excisdo cirlrgica. Isso ocorreria porque a crionecrose liberaria, nas
circulacdes sanguinea e linfatica, antigenos localizados nos tumores e provocaria uma
resposta imunoldgica mais especifica. Dawber (2002) e Tanaka et al. (2001)
observaram a diminuicdo na ocorréncia de metastases a distancia. Hoffmann & Bischof
(2002) descreveram a respeito do efeito deletério da hipotermia na periferia da lesao
criotratada, provocando aumento da apoptose e destruindo, assim, clones de células
neoplésicas.

Nem todas as células de uma determinada area, submetida a criocirurgia, sao
destruidas em um Unico ciclo de congelamento/descongelamento. Para que se tenha
mais éxito nesses procedimentos, deve-se levar em consideracdo alguns pontos tais
como: criégeno utilizado, equipamento e técnicas de aplicacdo, duracéo e temperatura
do congelamento, relagdo entre os tempos de congelamento e descongelamento, nimero

de ciclos e fatores intrinsecos ao préprio paciente (LUCAS, 2004).
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3.3.3 Agentes cridgenos

Os agentes cridégenos sdo gases que podem ser convertidos ao estado liquido e
tém a capacidade de extrair calor de tecidos vivos. Diferentes gases atingem distintas
temperaturas e pontos de ebulicdo e essas caracteristicas ditam sua adequac¢ao ao uso na
criocirurgia, pois o tecido alvo deve chegar rapidamente a no minimo -20°C (GREINER
et al.,, 1975; BOJRAB, 1978). Os cridgenos mais frequentemente utilizados sdo o
nitrogénio liquido e o argbnio. O oxido nitroso, didxido de carbono, “freons”, oxigénio
e propano liquido, sdo substancias que foram gradativamente abandonadas por
atingirem temperaturas pouco agressivas ou, ainda, por apresentarem um risco potencial
durante a manipulacdo (GREINER et al., 1975).

O nitrogénio liquido €, dentre os agentes cridgenos, o de escolha na criocirurgia,
pois atinge a temperatura de -195,8°C e € efetivo tanto em lesdes benignas quanto
malignas. Ele é incolor, inodoro, ndo inflamavel, atoxico e inerte e, embora seja
extremamente potente, é considerado seguro a manipulacdo, desde que sejam tomadas
precaucOes basicas. Comparado aos outros agentes, € o mais barato, tem a maior
capacidade de penetracdo e promove um congelamento rapido (BOJRAB, 1978;
DAWBER, 1999).

3.3.4 Equipamentos e técnicas

O nitrogénio liquido pode ser aplicado através de spray, por sondas abertas ou
fechadas e, menos frequentemente, por swabs e derramamento direto na lesdo. Cada
uma das técnicas é mais apropriada para uma determinada lesdo; porém, ha lesbes que
podem ser tratadas por mais de uma técnica, em fungdo da preferéncia pessoal e da
experiéncia do profissional (LUCAS, 2004). A escolha da forma de aplicagdo e feita
através da avaliagdo da lesdo, porém na rotina clinica, o spray tem sido o mais
comumente utilizado, devido a sua praticidade e por apresentar taxas de sucesso tanto
em lesdes benignas quanto malignas (QUEIROZ et al., 2008).

Na aplicacdo através de spray, o nitrogénio liquido quando confinado em
recipiente fechado, tem sua pressdo aumentada, e tende a buscar a abertura existente
(LANE, 1974; GREINER et al., 1975; WITHROW et al., 1975; GOLDSTEIN &
HESS, 1977). A velocidade de saida do nitrogénio é controlada por um gatilho e, 0 gas
é liberado através de uma cénula, onde sdo acopladas as ponteiras com diferentes
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didmetros. A pressdo do jato € inversamente proporcional ao diametro do orificio de
saida (DAWBER, 2002). Esse método possibilita o tratamento de lesGes planas, em
relevo ou pedunculadas, com aplicacdo no ponto medio da lesdio (LUCAS &
LARSSON, 2007); de lesdes lineares, nas quais se faz um movimento de vai-e-vem; ou,
de lesdes geogréficas, onde a aplicacdo € de modo circular ou em movimentos em
espiral (DAWBER, 1999).

O emprego do spray inclui-se no chamado sistema aberto, quando o jato €
direcionado para a lesdo sem nenhum aparato para conté-lo. Pode ser chamado de
confinado, quando se utiliza algum utensilio para direcionar o jato ou para se controlar o
diametro do congelamento (por exemplo, ponteiras de cone confinado ou cones de
neoprene). Denomina-se sistema fechado quando se recorre a cilindros fechados, em
uma das extremidades, denominados de sondas (LUCAS & LARSSON, 2007,
CASTRO et al., 2013).

3.3.5 Tratamento criocirargico

A temperatura de no minimo -20°C, por pelo menos um minuto, todos os tecidos
vivos sofrem crionecrose. Porém, quanto mais longo for o periodo do congelamento,
maior sera a extensdo de area necrosada. Deve-se levar em consideracdo que se desejam
temperaturas mais baixas em regiGes onde ndo existam estruturas importantes proximas
a lesdo que se pretende congelar (LANE, 1974; GREINER et al., 1975; GOLDSTEIN
& HESS, 1977; PODKONJAK, 1982; WITHROW, 1989).

Segundo Goldstein & Hess (1977), a temperatura ideal a ser alcancada € de pelo
menos 25°C negativos, para que se obtenha crionecrose adequada. Todavia, € muito
dificil precisar uma Unica temperatura como aquela ideal, ja que o congelamento se da
em distintas temperaturas em fungédo do tecido considerado, principalmente em fungéo
do teor hidrico. Assim, os ostedcitos sdo destruidos a uma temperatura de 0°C; células
do epitélio tegumentar e das glandulas de mucosas sdo destruidas a -10°C; e, 0s
melandcitos sdo destruidos numa faixa térmica de -3°C a -14°C (GAGE & BAUST,
1998). Considera-se que a temperatura de -50°C é aquela ideal para tratamento de
neoplasias malignas (ZACARIAN, 1985; GILBERT et al., 1997).

Os melandcitos sdo células de grande sensibilidade, mesmo em um tempo curto
de congelamento com nitrogénio liquido, o que resulta em alteracdes na cor da pele. S&o

as células mais sensiveis ao frio, seguidas, em ordem decrescente, por células epiteliais,
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do estroma fibroso, das grandes artérias, dos nervos, de cartilagens e do tecido dsseo
(DAWBER, 1999). As celulas e os tecidos com grande contetdo de agua sdo mais
sensiveis ao congelamento do que aqueles com menos (tenddes e 0ssos). Os tecidos
neoplésicos possuem mais &gua do que os normais (HOFFMANN & BISCHOF, 2002).

De acordo com Greiner et al. (1975), o tempo ideal para o descongelamento é de
20 a 30 minutos, mas Seim (1980) definiu que o descongelamento lento deve ocorrer
naturalmente a temperatura ambiente. Ndo ha um consenso entre os autores sobre o
tempo em que o tecido deve permanecer congelado, variando de 30 segundos a 20
minutos (KUFLIK, 2004). Quando os procedimentos estdo relacionados a tratamentos
de dermatopatias neoplasicas, hiperplasicas e degenerativas raramente 0s tempos
ultrapassam 90 segundos (DAWBER, 2002; LUCAS & LARSSON, 2002; KUFLIK,
2004). Porém, para o tratamento de neoplasias em O6rgdos internos como figado,
pancreas, prostata e 0ssos, 0s tempos necessarios para o congelamento podem variar de
5 a 40 minutos (SILVERMAN et al., 2000; KORPAN, 2001).

Dawber (2002) sugeriu dividir o tempo de aplicacdo recomendado para a leséo,
entre 0 necessario para se atingir o halo desejado e o resto do tempo para manté-lo.
Assim, uma lesdo que deve ser congelada por 60 segundos, o tempo pode ser dividido
da seguinte forma: de 10 a 15 segundos para se atingir o halo desejado e, 0s 45 a 50
segundos restantes para manter o halo de congelamento. Da mesma maneira, para se
determinar o tempo ideal de descongelamento total, sugere-se que este deve ser igual ou
maior a duas vezes o tempo de congelamento total (TDT > 2 x TCT) (DAWBER, 2002;
KUFLIK, 2004; LUCAS & LARSSON, 2007).

De modo geral, sdo necessarios dois ciclos para se atingir uma maior taxa de
mortalidade celular, pelo aumento da condutividade térmica em tecidos ja congelados.
Nos casos em que ndo hé risco de perda de estruturas vitais ou em neoplasias malignas,
no minimo dois ciclos devem ser realizados e, em lesGes benignas, até dois ciclos sdo
suficientes (SEIM, 1980; GAGE & BAUST, 1998; HOFFMANN & BISCHOF, 2002).

3.3.6 Indicac0es terapéuticas

Devido ao seu carater destrutivo, a criocirurgia tem sido utilizada para o
tratamento de diferentes enfermidades de sistemas ou érgdos. Historicamente, hd uma
maior indicacdo para o sistema tegumentar, devido a facilidade de aplicacdo por

equipamentos e métodos simples. Dawber (2002) indicou o procedimento para mais de
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sessenta tipos de lesdes dermatoldgicas inflamatorias ou neoplésicas, além de mais de
quinze indicacGes para neoplasias malignas. Kuflik (2004) também recomendou a
criocirurgia para mais de quarenta tipos de dermatopatias. Todos 0s autores que se
utilizam desta metodologia de tratamento relatam o grande éxito em termos de
resultados. No contexto da medicina veterinaria a criocirurgia, igualmente, tem maiores
possibilidades de emprego na dermatologia (LUCAS, 2004).

Contudo, com o avango tecnoldgico houve o grande desenvolvimento da
aplicacdo desta modalidade terapéutica em diferentes neoplasias, tanto em medicina
veterinaria como na medicina humana, de outros érgdos tais como a proéstata, figado,
pancreas, pulméo, linfonodos, bem como de diferentes tecidos (6sseo e nervoso), além
do tratamento de casos recidivantes ou avangados de neoplasias genitais e da glandula
mamaria (HOFFMANN & BISCHOF, 2002; BUTTS et al., 2003; ESCUDERO et al.,
2003).

3.3.7 Vantagens e desvantagens

As vantagens e desvantagens da criocirurgia sao frequentemente apontadas por
alguns autores. As principais vantagens incluem: rapidez da técnica quando comparada
aos métodos tradicionais de excisdo cirdrgica; seguranca para pacientes debilitados e/ou
idosos, principalmente; diminuicdo da dor em decorréncia da destruicdo das
terminacGes nervosas; presenca de poucos sangramentos ou até auséncia de
hemorragias; tratamento multiplo, pois enquanto se espera o descongelamento de uma
lesdo pode-se congelar outra; acessibilidade em lesdes orais, interdigitais, retais e
perianais, que sdo locais com restricdo de acesso; custo baixo do tratamento e facilidade
da técnica quando comparada a cirurgia tradicional. S&o descritas como principais
desvantagens: custo inicial do equipamento; evaporacdo do agente criogeno; efeito
estético indesejavel no pds-cirurgico a curto e médio prazo, em virtude da ocorréncia de
crostas hemorrégicas, necrose e odor exalado que se sucedem, e despigmentacdo da area
que sofreu a criocirurgia, resultando em insatisfagdo dos proprietarios (LUCAS &
LARSSON, 2007).



35

3.3.8 Complicacdes e sequelas

O procedimento criocirirgico pode provocar alteragdes transitdrias ou
definitivas na regido exposta a crioterapia. As complicacdes temporarias que podem ser
observadas séo: dor, eritema, edema, hemorragia apds 60 a 120 minutos da aplicacéo,
lesbes vesicobolhosas, crosta, enfisema (que quando ocorre deve ser seguido pela
interrupcdo do tratamento), lesbes neuroldgicas, hiperpigmentacdo da periferia das
lesbes e fraturas patologicas. O nitrogénio pode invadir 6rgdos e cavidades, causando
lesGes severas ou mesmo a morte, como a embolia quando adentra grandes vasos, 0
pneumoperitdnio em casos de fistulas perianais, e ruptura pulmonar quando do
tratamento de carcinomas nasais. As complicacdes dermatoldgicas permanentes,
chamadas de sequelas sao: cicatriz e perda tecidual, leucodermia, leucotriquia e alopecia
(LUCAS & LARSSON, 2007).

3.4 Agentes tdpicos na cicatrizacdo de feridas

Os processos de cicatrizagdo e reparo tecidual ocorrem ap6s trauma ou doenca.
Embora a reparacdo tecidual seja um processo sistémico, é necessario favorecer
condicdes locais através de terapia topica adequada para otimizar o processo fisiol6gico
(COELHO et al., 2010).

Ha& diversos produtos disponiveis para utilizacdo em queimaduras provocadas
pelo calor excessivo como 0s agentes topicos (solucbes, pomadas, cremes e produtos
naturais), entre os quais se destacam a sulfadiazina de prata, a prépolis, os acidos graxos
essenciais e a caléndula (FERREIRA et al., 2003).

3.4.1 Sulfadiazina de prata

A sulfadiazina de prata € um dos agentes topicos mais utilizados no tratamento
de queimaduras, sendo recomendada em queimaduras de segundo e terceiro grau. E um
composto de nitrato de prata e sulfadiazina de soédio, efetivo contra uma ampla
microbiota de gram-negativas como Escherichia coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp.
e Pseudomonas aeruginosa, além de incluir bactérias gram-positivas como
Staphylococcus aureus e também Candida albicans (WARD & SAFLLE, 1995).
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H4& consenso na literatura quanto a utilizagdo da sulfadiazina de prata 1% para o
tratamento de queimaduras, com a finalidade de debridar tecidos necrosados e combater
infeccdo local. E facilmente aplicada e removida, nfo provoca dor e apresenta poucos
efeitos colaterais (WARD & SAFLLE, 1995). De acordo com Hedlund (2005), esse
agente consegue penetrar em tecidos necrosados e potencializar a epitelizagcdo de
ferimentos, sendo indicada sua aplicacdo em ulceracao por frio.

Depois de uma queimadura grave, a superficie ferida torna-se vulneravel as
bactérias, devido a perda da barreira protetora. Niveis elevados de bactérias em um
ferimento podem diminuir a disponibilidade de fatores de crescimento e, assim, retardar
0 processo de cura. Dessa forma, a entrega de antibidticos localmente como um método
de tratamento adjuvante a administracdo sisttémica pode reduzir a concentracao sérica
total de antibidticos e aumentar a concentracéo local para um nivel bactericida. Entre os
antibioticos topicos, a sulfadiazina de prata apresenta boa tolerabilidade por parte do
paciente, tem baixa toxicidade, boa penetracdo no tecido lesado e um amplo espectro de
atividade contra a maior parte dos microorganismos, em particular os gram-negativos.
Por essas razes, a sulfadiazina de prata representa o antimicrobiano topico de escolha
no tratamento de queimaduras, estando disponivel, normalmente, como um creme na
concentracdo de 1% (NASCIMENTO et al., 2009).

Esse agente topico deve ser aplicado duas vezes ao dia em razdo da oxidagdo da
prata. Entretanto, segundo Ferreira et al. (2003), em humanos, ha dificuldades para
atender a essa recomendacdo, quando a sulfadiazina de prata 1% é utilizada em
curativos oclusivos, em funcdo do trauma fisico e emocional que cada curativo provoca
ao paciente e do alto custo dos recursos utilizados. No momento da troca a pomada
pode apresentar aspecto purulento devido a sua oxidacdo sem, contudo, apresentar
infeccdo real. O Dermazine® e Pratazine® sdo exemplos comerciais (FRANCO &
GONCALVES, 2008).

3.4.2 Propolis

Uma ampla variedade de produtos naturais tem sido utilizada no tratamento de
feridas pela facilidade de utilizag&o, inocuidade, baixo custo e poder bactericida ou
bacteriostatico. Entre eles destaca-se a propolis, constituida basicamente de resinas e
balsamo, cera de abelha, 6leos volateis e pdlen (DAMYANLIEV et al., 1982).
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Os flavonoides sdo considerados os principais compostos responsaveis pelos
efeitos benéficos da propolis. Sdo definidos como compostos fendlicos provenientes de
plantas, que agem em diferentes processos fisiologicos, atuando na acdo e absorcdo de
vitaminas, nos processos de cicatrizacdo como antioxidantes e exercendo funcgéo
antimicrobiana e moduladora do sistema imune (PERUCHI et al., 2001; FERNANDES
et al., 2006).

Atualmente, questiona-se a acdo da propolis na regeneracdo e na granulacdo dos
tecidos. Nesta perspectiva, a propolis é sugerida como produto que favorece a
cicatrizacdo, além de sua propriedade antibidtica natural desprovida de efeitos
colaterais, 0 que ndo acontece com os antibioticos sintéticos. Apresenta, também, baixo
custo em relacdo as coberturas utilizadas frequentemente, tornando-se acessivel a
populacdo (BARBOSA et al., 2009).

Sutta et al. (1974) utilizaram solucdo alcodlica de prépolis no tratamento de
feridas em animais domeésticos, tanto em casos clinicos como experimentais. Esses
pesquisadores observaram seu bom efeito epitelizante, considerando-a adequada para o
tratamento de feridas apds a eliminag&o da infecgdo. Damyanliev et al. (1982) aplicaram
solucdo topica de prépolis 20% e 30% em pacientes com feridas infeccionadas. Foi
observado que a cicatrizacdo ocorria dentro de um periodo de tempo menor do que as
tratadas com solucdo cloreto de sédio 0,9%. Essas preparacdes de prépolis exerceram
efeito antimicrobiano “in vivo” sobre Bacterium coli, Streptococcus spp. e
Staphylococcus spp.

Ao comparar a cicatrizacdo de lesGes cutaneas induzidas em ratos a partir do uso
de solucéo alcodlica de prépolis a 10% e a 30%, constatou-se que ambas estimularam a
reparacao tecidual, ocorrendo uma acentuada neovascularizagdo, seguida de rapida
regeneracdo do tecido, embora o resultado das lesdes tratadas com solucgéo a 30% fosse
mais lento (PERUCHI et al., 2001).

Em relacdo a atuacdo terapéutica da propolis na cicatrizacdo das lesbes, 0s
estudos mostraram resultados positivos, com acdo antimicrobiana, anti-inflamatoria,

analgesica e de neoangiogénese (BARBOSA et al., 2009).

3.4.3 Acidos graxos essenciais

A partir da década de 1970, foram realizados estudos demonstrando os efeitos

dos &cidos graxos sobre a resposta imune. Existem diversos tipos de acidos graxos, mas
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em relacéo ao tratamento de feridas, o &cido linoléico e o &cido linolénico sdo os mais
importantes, pois ndo podem ser sintetizados pelos mamiferos, por esses ndo possuirem
a enzima delta 9-dessaturase, sendo assim chamados de acidos graxos essenciais (AGE)
(FERREIRA et al., 2012).

Os AGE séo precursores de substancias farmacologicamente ativas envolvidas
no processo de divisdo celular e diferenciacdo epidérmica. Possuem a capacidade de
modificar reacGes inflamatorias e imunoldgicas, alterando fungdes leucocitarias e
acelerando o processo de granulacgdo tecidual (FERREIRA et al., 2003; HATANAKA
& CURI, 2007).

Dentre as diversas opcdes para tratamento de queimaduras observa-se a
recomendacdo da utilizacdo dos acidos graxos essenciais, que podem conter um ou 0s
dois AGE, acrescidos de outras substéancias, tais como a vitamina A e E e a lecitina de
soja, ou integrar formulacGes de triglicérides de cadeia média (TCM). Os TCM sdo Uteis
como fonte nutricional, solvente, veiculo e estabilizador de produtos a serem
administrados por via oral, topica ou parenteral (FERREIRA et al., 2012).

Os acidos graxos essenciais promovem a quimiotaxia (atracdo de leucdcitos) e a
angiogénese (formacdo de novos vasos sanguineos), mantém o meio Umido, aceleram o
processo de granulacdo tecidual, facilitam a entrada de fatores de crescimento,
promovem mitose e proliferacdo celular, atuam sobre a membrana celular, aumentando
a sua permeabilidade, auxiliam o debridamento autolitico e sdo bactericidas para
Staphylococcus aureus (MANDELBAUM et al., 2003). O acido linoléico é importante
no transporte de gorduras, manutencao da funcéo e integridade das membranas celulares
e age como imundgeno local. As vitaminas A e E possuem propriedades antioxidantes e
protegem a membrana celular do ataque de radicais livres. A lecitina de soja, além de
ser um agente de protecdo, proporciona a manutencdo da hidratacdo dos tecidos e ajuda
no processo de cicatrizacio da pele (HAMU et al., 1999; FERREIRA et al., 2012).

A aplicacdo em pele integra tem grande absorcdo, formando uma pelicula
protetora na pele, prevenindo escoriacdes devido a alta capacidade de hidratacdo e
proporcionando nutri¢do celular local. Podem ser utilizados diretamente sobre o leito da
ferida ou embebidos em gases estéreis, devendo ser trocados no maximo a cada 24
horas (MARINHO, 1997). Além do tratamento de queimaduras, sdo indicados para
todos os tipos de lesdes, tais como Ulceras por pressdo, Ulceras venosas de estase,

feridas abertas superficiais com ou sem infeccdo e prevencao de Ulceras por pressdo. O
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Agederm®, Ativoderme®, Dersani®, Curatec®, Repitelin®, Dermosan® sdo exemplos
comerciais (FRANCO & GONCALVES, 2008; FERREIRA et al., 2012).

3.4.4 Caléndula

A caléndula (Calendula officinalis) € uma planta muito popular pelo seu uso em
cosmetica e dermatologia (DELLA LOGGIA et al., 1994). Cultivada por egipcios,
gregos, hindus e arabes, a caléndula cresceu em jardins europeus e vem sendo utilizada
medicinalmente desde o século XII. Como suas flores seguem o sol (abrem pela manha
e fecham ao anoitecer), foi relacionada ao signo astrologico do verdo, ledo, e utilizada
para tratamento de queimaduras e outras condi¢cdes patoldgicas causadas pelo calor
(KEMPER, 1999).

Como fitoterapico, € indicada em casos de inflamagBes da pele e mucosas,
gueimaduras suaves, queimaduras do sol, escaras, avermelhamento de peles sensiveis e
delicadas. Também, é recomendada no tratamento de feridas abertas purulentas e de
dificil cicatrizacdo. Como fitocosmético, é indicada no tratamento de acne, eczemas,
abcessos e impetigo, além de ser usada na prevencdo e tratamento de assaduras de
criancas e como protetora dos raios UVA e UVB (TESKE & TRENTINI, 1995).

Della Loggia et al. (1994) demonstraram que a utilizacdo da caléndula reduziu a
inflamagdo induzida experimentalmente em camundongos. Em feridas cirurgicas,
provocadas experimentalmente em ratos, a aplicagdo da pomada contendo extrato de
caléndula 5% acelerou significativamente a cicatrizacdo (KLOUCHEK-POPOVA et al.,
1982). Patrick et al. (1996) descreveram a inducdo da vascularizagdo usando extrato
aquoso das flores de Calendula officinalis. Campos et al. (2000) avaliaram treze casos
de feridas infectadas em cées, de diversas causas, tratadas com solucao cloreto de sodio
0,9%, debridamento, aplicagdo tépica da pomada de caléndula e administracdo oral de
Calendula officinalis, e observaram que a associa¢do desses dois ultimos beneficiou
significativamente a cicatrizagéo das feridas.

Aprovada pela comisséo cientifica alem& como antisséptica e cicatrizante, 0 uso
da caléndula no Brasil esta regulamentado pela RE N° 89/04 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2004). Os extratos glicélicos sdo usados em
formulacGes de pomadas e sdo obtidos por processo de sete dias de maceracdo ou
percolacdo de uma erva em um solvente hidro-alcoolico, podendo ser este o
propilenoglicol ou a glicerina (TESKE & TRENTINI, 1995).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados 40 ratos Wistar, linhagem albina da espécie Rattus norvegicus,
machos, higidos, com quatro meses de idade, pesando em média 400-500g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas-RS. Os animais
foram alojados em gaiolas retangulares de polipropileno, cada uma acomodando cinco
animais, durante quinze dias, antes do inicio dos procedimentos, para aclimatacdo e
quarentena na Unidade de Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (UEA-HCPA). A temperatura e a umidade relativa do ar foram controladas
(22°C +2°C e 55% +5%, respectivamente). A alimentacdo fornecida era a base de ragédo
comercial peletizada, especifica para a espécie, e agua ad libitum.

Apbs o periodo de adaptacdo, os animais foram separados aleatoriamente e
mantidos nas mesmas gaiolas retangulares, porém individuais. A fim de minimizar o
estresse provocado pelo isolamento e manipulacGes frequentes, era fornecido a eles,
diariamente, por¢cdes de amendoim com casca, semente de girassol e papel toalha para
estimular comportamentos naturais da espécie como descascar, rasgar e roer,
contribuindo para seu enriquecimento ambiental e alimentar.

Os animais foram mantidos e manipulados segundo as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA). Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), onde se encontra registrado

sob o protocolo numero 130376 (Anexo A).

4.2 Procedimento anestésico

Os animais foram submetidos a anestesia geral inalatoria, sendo utilizado como
agente anestésico o isoflurano, vaporizado em oxigénio 100%, ao efeito, administrado
através de mascara facial. A analgesia foi iniciada previamente a inducdo das lesbes
com cloridrato de tramadol (5 mg.kg™), por via intraperitoneal, sendo continuada no

periodo pos-operatdrio a cada 12 horas, durante dois dias.
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Com o animal sob anestesia geral inalatoria, realizou-se a pesagem do mesmo e
tricotomia ampla da regido dorsal, desde o espaco compreendido entre as escapulas até
o final das costelas. Apods, procedeu-se a antissepsia de todo o campo cirurgico com
gliconato de clorexidina 2%.

Durante o periodo transoperatério, os animais foram monitorados pelo
anestesista quanto as frequéncias cardiaca e respiratdria, coloracdo das
mucosas/superficies digitais, resposta a estimulos dolorosos e temperatura corporal. Ao
término do procedimento cirargico, foram observados até a completa recuperacao

anestésica, sendo entdo recolocados em suas gaiolas individualmente.

4.3 Procedimento cirargico

Com o animal sob anestesia geral inalatdria e posicionado em decubito esternal,
delimitou-se, com o auxilio de uma régua, os locais de confeccdo das duas feridas na
regido dorsal em segmentos paralelos de pele, uma no antimero direito e outra no
esquerdo, a 10 mm caudal da borda escapular e apresentando entre elas a distancia de 20

mm (Figura 2).

Figura 2 — Rato Wistar, decubito ventral. Apos tricotomia ampla do dorso,
demarcacdo, com auxilio de uma régua, dos locais de inducdo das lesdes,
uma no antimero direito e outra no esquerdo, 10 mm caudalmente a borda
escapular, mantendo uma distancia de 20 mm entre elas.
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As lesdes foram induzidas pela aplicagdo de nitrogénio liquido com auxilio do
aparelho de criocirurgia Package Cryogun® e a area das feridas foi delimitada através
de um Cryocone® de 15 mm de diametro (Figura 3). Utilizou-se a técnica do spray
aberto durante um minuto, em jato continuo (15 segundos) até a formacdo do halo de
gelo do didmetro desejado e, ap6s, jatos intermitentes a cada cinco segundos
(totalizando 45 segundos) para a manutencdo do congelamento e ndo extensdo do halo
de gelo (Figura 4). Esses tempos foram mensurados com o auxilio de um cronémetro

digital e todos os dados anotados em uma ficha de controle cirargico (Apéndice A).
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Figura 3 — Rato Wistar, decubito ventral. Observa-se a inducdo das lesdes, no
dorso, pelo nitrogénio liquido com auxilio do aparelho de criocirurgia e
delimitacdo do jato de spray através de um cone de neoprene de 15 mm. A)
Inducéo da ferida no antimero direito. B) Inducédo da lesdo no antimero esquerdo
e descongelamento da ferida direita.
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Figura 4 — Halo de gelo formado logo ap6s o procedimento criocirdrgico.
A) Halo de gelo no antimero direito. B) Halo de gelo no antimero esquerdo e
descongelamento desse no lado direito. C) Mensuragdo com paquimetro digital
do halo de gelo direito imediatamente apds sua formacdo, antes de iniciar seu
descongelamento.

4.4 Agentes da terapia topica

As feridas confeccionadas receberam tratamentos diferentes, de acordo com o
lado do animal a que pertenciam. A ferida direita recebeu o tratamento com os agentes
topicos escolhidos (sulfadiazina de prata, propolis, acidos graxos essenciais e caléndula)
ou apenas com o veiculo da pomada (vaselina sélida), na dosagem de um grama de
pomada em cada lesdo, duas vezes ao dia. A ferida esquerda recebeu a limpeza com
solugdo cloreto de sodio 0,9%, duas vezes ao dia, ou nenhum tratamento adicional apds
a inducdo da lesdo. As lesdes permaneceram abertas, ndo recebendo curativo oclusivo
adicional, a fim de que esses ndo interferissem com a queda da crosta (crionecrose)
causada pelo procedimento criocirurgico.

As preparacdes com o0s agentes topicos aplicados sobre as feridas diariamente
foram provenientes de uma farmécia de manipulagdo, uma vez que todos os principios
ativos testados deveriam apresentar o mesmo veiculo (vaselina solida) (Figura 5)
(Tabela 1). No momento dos tratamentos, fazia-se a mensuracdo da dosagem a ser
aplicada de cada pomada com o auxilio de medidor de um grama.
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Figura 5 — Agentes topicos utilizados nos procedimentos terapéuticos diarios.
Sulfadiazina = Sulfadiazina de prata, Caléndula = Caléndula, AGE = Acidos Graxos
Essenciais, Propolis = Propolis, Vaselina = Vaselina sélida.

Tabela 1 — Composicdo das pomadas utilizadas com os respectivos principios ativos.

Pomada

Composicéo

Vaselina

Sulfadiazina de prata

Propolis

Acidos graxos essenciais

Caléndula

Vaselina sOlida.........cooveeeeevieeeeeeeen,

Sulfadiazina de prata 1%

Vaselina SOlida.........cooveeeeeveieeieeeee,

Propolis 10%

Vaselina solida..........cooooveeeevecineen.

Acido linoléico 10%
Lecitina de soja 1%
Vitamina A 0,5%
Vitamina E 2%
Oleo de girassol 3%
TCM 10%

Vaselina sOlida.........coovveeeeeiiiieeee

Extrato glicélico de caléndula 10%

Vaselina solida.........cooooveveeveeineen,
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4.5 Procedimentos terapéuticos

Os animais foram aleatoriamente divididos em cinco grupos, perfazendo um
total de oito animais por grupo: grupo vaselina (V), grupo sulfadiazina de prata (S),
grupo prépolis (P), grupo acidos graxos essenciais (A) e grupo caléndula (C) (Figura 6).

Grupo VASELINA (V): a ferida do lado direito recebeu, em seu leito e bordas,
19 de vaselina solida (veiculo das demais pomadas), duas vezes ao dia; a ferida do lado
esquerdo recebeu, em quatro animais, apenas limpeza com solucdo cloreto de sédio
0,9% (SF), duas vezes ao dia, e nos outros quatro animais, nenhum tratamento adicional
(ST).

Grupo SULFADIAZINA DE PRATA (S): a ferida do lado direito recebeu, em
seu leito e bordas, 1g de pomada sulfadiazina de prata 1%, duas vezes ao dia; a ferida
do lado esquerdo recebeu, em quatro animais, apenas limpeza com solucdo cloreto de
sodio 0,9% (SF), duas vezes ao dia, e nos outros quatro animais, nenhum tratamento
adicional (ST).

Grupo PROPOLIS (P): a ferida do lado direito recebeu, em seu leito e bordas,
1g de pomada propolis 10%, duas vezes ao dia; a ferida do lado esquerdo recebeu, em
quatro animais, apenas limpeza com solucéo cloreto de sodio 0,9% (SF), duas vezes ao
dia, e nos outros quatro animais, nenhum tratamento adicional (ST).

Grupo ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS (A): a ferida do lado direito
recebeu, em seu leito e bordas, 1g de pomada acidos graxos essenciais, duas vezes ao
dia; a ferida do lado esquerdo recebeu, em quatro animais, apenas limpeza com solucgédo
cloreto de sodio 0,9% (SF), duas vezes ao dia, € nos outros quatro animais, nenhum
tratamento adicional (ST).

Grupo CALENDULA (C): a ferida do lado direito recebeu, em seu leito e
bordas, 1g de pomada caléndula 10%, duas vezes ao dia; a ferida do lado esquerdo
recebeu, em quatro animais, apenas limpeza com solucéo cloreto de sédio 0,9% (SF),
duas vezes ao dia, e nos outros quatro animais, nenhum tratamento adicional (ST).

As feridas do antimero esquerdo foram divididas em outros dois grupos: grupo
SOLUCAO FISIOLOGICA 0,9% (SF) e grupo SEM TRATAMENTO (ST) para
fins de avaliagdes macro e microscopicas e agrupamento dos dados para analises

estatisticas.
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Figura 6 — Organograma do desenho experimental.

Imediatamente ap6s a inducdo das lesdes, tdo logo ocorresse o descongelamento

das mesmas, 0s animais comecaram a receber os tratamentos de acordo com 0 grupo

que compunham (Figura 7).
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Figura 7 — Aplicacdo dos agentes topicos nas feridas do antimero direito
imediatamente ap6s a inducdo das lesdes pelo nitrogénio liquido. A esquerda,
aplicacdo da vaselina sélida (V1). A direita, aplicacdo da pomada de caléndula (C1).
Ao centro, aplicacdo da pomada de propolis (P4).

4.6 Avaliacdo macroscopica

Os animais foram avaliados, a cada dois dias, e 0s dados macroscépicos
coletados através de uma ficha de parametros clinicos que incluia: formacéo de crosta
(crionecrose), aspecto das bordas, queda da crosta, presenca de tecido de granulagéo,
sinais de dor local, sangramento, secrecGes, edema, eritema e prurido. Esses dados
foram mensurados de acordo com sua gravidade (+ a +++). Essa avalia¢do foi utilizada
como controle da evolucdo das feridas e possiveis alteragdes como contaminacao,
exsudacdo excessiva, autotraumatismo e sinais de dor no poés-operatério. O formulario
de parametros clinicos foi desenvolvido por Garcez (2012) e adaptado para esse
experimento (Apéndice B).

4.7 Avaliagdo morfométrica

As feridas foram mensuradas em duas dire¢des, 0 maior comprimento (¢ = cranio-
caudal) pela maior largura (I = latero-lateral), com o auxilio de um paquimetro digital
nos dias zero, dois, quatro, seis, oito, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 e 28. A partir
desses dados foi possivel calcular a area da lesdo em cada avaliacdo (A =c x ). A area
de contracédo da ferida (C) foi calculada subtraindo-se a area inicial (A;) determinada no
dia zero (dia da inducdo da lesdo), da medida da &rea da lesdo obtida nos dias
subsequentes de avaliacdo (Ao) (dois, quatro, seis, oito, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26



48

e 28) de forma que C = Ay — A;. A taxa de contragéo cicatricial (TC) foi avaliada a
partir dos resultados prévios, onde TC = C x 100/ A;.

Ainda, realizaram-se registros fotograficos durante as avaliacdes macroscopicas e
mensuracOes das feridas, para posterior analise do aspecto clinico macroscopico das
lesGes.

4.8 Obtencdo das amostras

Decorrido o periodo pré-estabelecido (28 dias), os animais foram submetidos ao
mesmo protocolo anestésico descrito anteriormente. Em seguida, procedeu-se a
remocao da area total das feridas, incluindo 2 mm além da interface entre o tecido sadio
e a cicatriz em toda sua extensao, tanto do antimero direito quanto do esquerdo (Figura
8). Os fragmentos foram identificados quanto ao animal e ao lado a que pertenciam,
fixados em solucdo neutra de formaldeido a 10% e, posteriormente, incluidos em
parafina e processados de forma rotineira (Apéndice C). A confecgdo das laminas

ocorreu na Unidade de Patologia Experimental (UPE) do HCPA.

Figura 8 — Procedimento de bidpsia das lesbes cutaneas ou cicatrizes no 28° dia. A
esquerda, incisdo de pele com bisturi, demarcando a area total a ser biopsiada. A
direita, disseccao do fragmento previamente delimitado com pinca e tesoura.

4.9 Método de eutanasia

Ao término do periodo de avaliacdo (28 dias), os animais foram eutanasiados
através de sobredose anestésica com isoflurano até a promocdo de parada
cardiorespiratoria e, apds, confirmacdo com decapitagdo por guilhotina, conforme
recomendado pelas Diretrizes da Préatica de Eutanasia do CONCEA (2013).
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4.10 Avaliagdo microscopica

Os fragmentos biopsiados no 28° dia foram fixados em formol tamponado a 10%
e, apds 24 horas, as amostras foram processadas pela técnica rotineira de inclusdo em
parafina. Os cortes histologicos com espessura de 3-5 micrdmetros foram corados pelas
técnicas histoquimicas de Hematoxilina-Eosina (HE) (Anexo B), Tricbmico de Masson
(TM) (Anexo C) e Azul de Toluidina (AT) (Anexo D) e, pelas técnicas de imuno-
histoquimica (Anexo E) com o anticorpo Ki-67 e Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) na UPE do HCPA.

As laminas foram examinadas por um profissional qualificado que desconhecia a
qual grupo pertencia cada amostra em analise. Foram utilizadas para essas avaliacdes
variaveis categoricas, classificadas em: ausente, leve, moderada e intensa de acordo com
cada uma das anélises.

Na coloracdo HE foi avaliada a intensidade da reacéo inflamatoria pela presenca e
densidade de células do infiltrado inflamatdrio (mononucleares e polimorfonucleares),
sendo classificadas como ausente, leve, moderada e intensa.

Pela técnica do TM foi observada a porcentagem de colageno tanto na derme
superficial quanto profunda, considerando apenas a area da lesdo. As amostras que
continham até 33% de colageno novo foram classificadas como leve para intensidade de
deposicdo de colageno; as que apresentavam de 34% a 67% de colageno novo foram
consideradas como moderada; e, as que evidenciaram de 68% a 100% foram
categorizadas como intensa para intensidade de deposi¢éo de colageno.

A coloracdo AT foi utilizada para avaliar a densidade de mastocitos na area da
lesdo. Para tanto, fez-se a contagem dos mastdcitos, da derme superficial para a
profunda, em 10 campos de grande aumento (cga) e apos, realizou-se a média dos
valores obtidos. Sendo a média obtida até o valor 3,1, a amostra era considerada como
leve; se a média resultante ficasse entre os valores 3,2 e 6,3, a amostra era tida como
moderada; e, se o valor obtido fosse acima de 6,4, era declarada como intensa para
densidade de mastocitos.

Para analisar a proliferacdo celular na area da lesdo, empregou-se a técnica de
imuno-histoquimica com o anticorpo Ki-67, positivo em nucleos comprometidos a
entrar em mitose. Efetuou-se a contagem das células marcadas na camada basal, apenas

onde havia epitélio de revestimento (n&o se considerou as areas de ulceragdo), em cinco
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campos de grande aumento (cga) e, apds, foi realizada a média dos valores obtidos.
Classificaram-se as amostras com valor médio até 17,5 como leve; as que obtiveram
média entre 17,6 e 35,1, como moderada; e, as amostras com valor superior a 35,2 como
intensa para densidade de proliferagéo epitelial.

A observacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) foi através das técnicas de
VEGF e HE. Para isso, procedeu-se a contagem em cinco campos de grande aumento
(cga) através das duas técnicas e, apds, obteve-se a media entre os dois valores
resultantes. A contagem foi realizada tanto na derme superficial quanto profunda e,
somente foram contabilizadas as estruturas de que se tinha absoluta certeza que se
tratavam de vasos sanguineos, seja pela conformacdo que apresentavam ou pela
presenca de hemdcias no seu interior. As amostras com valor médio até 43,4 foram
classificadas como leve para densidade de neovascularizagdo; as que apresentaram
média entre 43,5 e 73,4, como moderada; e, as amostras com valor superior a 73,5 como
intensa para densidade de novos vasos sanguineos.

Os valores de corte das categorias (leve, moderada e intensa) em cada uma das
avaliacBes microscOpicas acima descritas foram obtidos considerando-se o valor
maximo evidenciado em cada andlise (porcentagem ou valor médio) e dividindo-o em

trés intervalos iguais.

4.11 Andlise estatistica

Apos a tabulagdo dos dados obtidos na macroscopia, foi utilizada a metodologia
de modelos de Equacdes de Estimativas Generalizadas (GEE), que incorpora a
estimativa dos dados provenientes da mesma unidade experimental ao longo do tempo
(medidas repetidas), podendo-se estimar a forma pela qual esses dados se correlacionam
ao longo do tempo através de interagOes entre as variaveis consideradas.

Para a andlise dos dados resultantes das avaliacbes microscopicas relacionados a
histopatologia e imuno-histoquimica, foi utilizado o Teste Exato de Fisher, uma
variacdo do teste ndo paramétrico Qui-Quadrado para medidas mais exatas. Para ambos

0s testes considerou-se um nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 O animal experimental

O animal experimental adotado para esse estudo (ratos Wistar, Rattus
norvegicus) mostrou-se adequado para o cumprimento de todos 0s objetivos aos quais
foi desafiado. As etapas anestésicas e cirargicas transcorreram sem intercorréncias. Esse
animal permitiu, ainda, a padronizacdo das feridas e a reducdo do nimero de animais

necessarios, pois possibilitou a indugdo de duas lesdes simétricas paralelas.

5.2 Procedimento anestésico

O protocolo anestésico empregado foi adequado para as necessidades inerentes a
intervencdo cirurgica proposta, ou seja, rapida, ndo cruenta e de baixo nivel algico. A
recuperacdo pés-operatéria dos animais ap0s a suspensdo do anestésico inalatério foi
satisfatoria, assim como a analgesia, podendo-se constatar 0 retorno as suas atividades
normais (alimentacdo, deambulacdo, exploracdo do ambiente, entre outras) logo que
retornavam para o alojamento. O procedimento anestésico levou entre oito e 11

minutos.

5.3 Procedimento cirdrgico

O procedimento cirargico foi considerado de facil execucdo e rapido, levando
entre trés e cinco minutos (para a realizagdo das duas feridas por animal). O tempo de
inducdo de cada lesdo através do spray de nitrogénio liquido foi de exatamente um
minuto, dividido em 15 segundos de jato continuo e 45 segundos de jatos intermitentes
(a cada cinco segundos). O tempo de descongelamento das feridas variou entre dois e
quatro minutos. Tal procedimento foi bem tolerado pelos animais, 0s quais
permaneceram com aspecto saudavel durante todo o periodo experimental.

Apenas uma ferida necessitou ser descartada devido a um problema na
manipulacdo do aparelho de criocirurgia, o qual provocou um congelamento excessivo

da superficie cutanea do animal e, consequentemente, aumento do tamanho da leséo.
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5.4 Aplicacao dos agentes topicos

A manipulacdo dos animais para a aplicacdo dos agentes propostos: vaselina
solida, sulfadiazina de prata, prépolis, acidos graxos essenciais e caléndula, bem como a
limpeza das lesdes com solucdo cloreto de sédio 0,9% foi realizada sem apresentar
dificuldades, duas vezes ao dia, durante os 28 dias de experimento. Os animais se
mostraram doceis em todo o periodo, facilitando seu manejo ao longo do estudo.

No intuito de enriquecer o ambiente e evitar o estresse pelo isolamento, 0s
animais receberam, ap0s cada aplicacéo, toalha de papel, amendoim torrado com casca
e semente de girassol. Esses objetos de exploragdo e entretenimento minimizaram o
comportamento de cocar e lamber, através dos quais poderiam remover os agentes
topicos. As grades das gaiolas também permaneceram viradas do lado oposto, ou seja,
ndo completamente encaixadas, de tal forma que os animais ndo pudessem retirar 0s
agentes topicos ao se movimentar e raspar com o dorso nas grades. Essa conduta foi
realizada durante um tempo médio de 30 minutos apos cada aplicacdo, quando, entéo, ja

havia ocorrido a absorcao das pomadas.

5.5 Procedimentos po6s-operatorios

A analgesia realizada com cloridrato de tramadol, duas vezes ao dia, durante
dois dias apds o procedimento de inducdo das feridas, demonstrou ser eficiente para o
controle da dor para a espécie e intervencdo propostas. Os animais ndo manifestaram
sinais de dor no local das lesdes durante os procedimentos terapéuticos diarios, bem
como se mantiveram ativos, doceis e apresentando normofagia, normodipsia, normuria
e normoquesia, tendo ao final do experimento um incremento médio de 20 gramas nos

Seus pesos corporais.
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5.6 Avaliacdo macroscopica

As lesdes induzidas ndo apresentaram exsudacdo, ndo tendo ocorrido nenhum
caso de sangramento e/ou contaminacdo bacteriana. Entretanto, ocorreram algumas
escoriagdes, decorrentes de lambedura ou prurido proximos ao local das feridas, em
alguns animais de todos os grupos, sem excec¢ao. No grupo que recebeu apenas vaselina
solida, esse evento foi menos observado. Contudo, naqueles que receberam a pomada de
prépolis, esse sinal clinico ficou mais evidente, principalmente no inicio do tratamento,
quando se pode observar prurido intenso e, até mesmo autotraumatismo, em trés
animais desse grupo.

O grupo que recebeu a pomada composta por acidos graxos essenciais
apresentou eritema generalizado de intensidade moderada, principalmente, no inicio do
tratamento. Nas feridas dos demais grupos, essa alteracdo néo foi observada.

As figuras a seguir (Figuras 9 e 10) demonstram o aspecto clinico macroscépico

das feridas, nos dias zero, quatro, 16 e 28 pos-cirurgicos.



Figura 9 — Avaliagdes clinicas. Aspecto das lesGes no dia da inducgdo e aos quatro, 16
e 28 dias de pds-operatorio. Nota-se a presenca de cicatriz nos grupos tratados com
propolis e caléndula no 28° dia. S = Sulfadiazina de prata, P = Propolis, A = Acidos
Graxos Essenciais e C = Caléndula.
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Figura 10 — Avaliacdes clinicas. Aspecto das lesGes no dia da inducéo e
aos quatro, 16 e 28 dias de pos-operatdrio. Nota-se a presenca de cicatriz no
grupo tratado com vaselina solida no 28° dia. V = Vaselina, SF = Solucdo
Fisioldgica 0,9%, ST = Sem Tratamento.
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As crostas (crionecrose) comecgaram a se desprender (soltar as bordas) entre o
10° e 12° dia apds a inducdo das lesbes. No 14° dia pds-cirurgico essas crostas
comecaram a cair completamente e esse processo se estendeu até o final do experimento

(28 dias) conforme mostra a tabela a seguir (Tabela 2).

Tabela 2 — Média (em dias) do inicio da queda das crostas (crionecroses) e dia da queda
da primeira e da Ultima crosta de cada grupo avaliado, apos a inducdo das lesGes.
V = Vaselina, S = Sulfadiazina de prata, P = Propolis, A = Acidos Graxos Essenciais,
C = Caléndula, ST = Sem Tratamento e SF = Solugdo Fisioldgica 0,9%.

GRUPO MEDIA Queda da primeira crosta  Queda da Ultima crosta

do grupo do grupo
Vv 20,25 140° 28°
S 23,75 16° 28°
P 18,00 14° 240
A 21,00 16° 26°
C 20,50 140° 28°
ST 22,90 16° 28°
SF 23,89 18° 28°

Essa tabela mostra o tempo médio do inicio da queda das crostas apos a
inducdo das lesdes em cada grupo de tratamento, bem como o dia do desprendimento
total da primeira e da ultima crosta. Pode-se observar que o grupo propolis foi, em
média, 0 que iniciou a queda das crionecroses mais precocemente, aos 18 dias de pos-
operatério. Ja, o grupo que recebeu apenas a limpeza com solucdo cloreto de sodio
0,9%, apresentou a média mais alta, 0 que representa a perda das crionecroses mais
tardiamente, quase aos 24 dias de pds-operatorio, ou seja, aproximadamente seis dias de

atraso quando comparado ao grupo propolis.
5.7 Avaliacdo morfométrica
Os resultados estdo demonstrados na tabela (Tabela 3) e figuras (Figuras 11, 12

e 13) que seguem. Ressalta-se que os valores médios das taxas de contracdo se

apresentam mais negativos quanto mais cicatrizadas estdo as feridas. Ou seja, quanto
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mais proximo do valor —100, maior é a taxa de contracdo e mais cicatrizada se encontra

a ferida.

40,0 -
30,0
20,0
10,0

0,0
-10,0
20,0
-30,0
-40,0
-50,0
60,0
70,0
-80,0
-90,0

-100,0 -

—r—A =i—=C =fe=P 5 ==fe=SF =0—=ST \

Figura 11 — Demonstracdo grafica da evolucdo da taxa de contracdo meédia de cada
grupo em relacdo aos dias de avaliagfes. O eixo X representa 0s dias pos-cirdrgicos de
avaliacdo morfométrica e o eixo Y representa os valores médios das taxas de contracdo
das feridas. A = Acidos Graxos Essenciais, C = Caléndula, P = Propolis,
S = Sulfadiazina de prata, SF = Solucdo Fisiologica 0,9%, ST = Sem Tratamento e
V = Vaselina.

Essa figura mostra a taxa de contracdo média de cada grupo em relacéo aos dias
avaliados. E possivel observar que o grupo que néo recebeu nenhum tratamento em suas
feridas (ST) obteve as medias mais baixas das taxas de contracdo a partir do 10° dia pds-
cirurgico, chegando ao final do experimento com média de aproximadamente -80. As
feridas dos grupos propolis e vaselina apresentaram uma evolugdo das suas taxas de
contragdo muito semelhantes ao longo do estudo, comegando a se destacar mais
evidentemente em relacdo aos outros grupos a partir do 12° dia pds-operatorio,

chegando ao final do experimento com média aproximada de -94 e -91,
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respectivamente. O grupo caléndula, que inicialmente apresentava taxas de contragao
média inferiores aos demais, a partir do 10° dia pds-cirurgico se destacou
gradativamente, permanecendo muito proximo aos grupos anteriormente citados a partir
do 22° dia pds-operatério, finalizando com média aproximada de -93. A tabela a seguir
(Tabela 3) mostra esses valores médios com maior detalhamento.

Tabela 3 — Taxa de contracdo média dos grupos analisados obtida a cada dois dias no
periodo pos-cirrgico, durante as avaliagdes morfométricas. A = Acidos Graxos
Essenciais, C = Caléndula, P = Propolis, S = Sulfadiazina de prata, SF = Solucdo
Fisioldgica 0,9%, ST = Sem Tratamento e V = Vaselina.

DIAS POS- A C P S SF ST \%
CIRURGICO

2 157 203 8,7 75 6.1 13,0 5,6
4 9,6 15,0 0.9 4,0 9,8 16,1 35
6 5,1 131 -35 -4,7 24 112 -44
8 -2,1 119  -107 -89 -4,4 74 -4,5
10 -0,4 -45  -124 57  -105 27 -9,2
12 -129 74 -189  -154  -160 59  -181
14 -262 274  -31 -281 257  -153  -344
16 -335 37,7 -474 423 329  -240 494
18 -470 541  -618  -498 431  -290  -619
20 -540  -580  -736  -597 505  -443  -69,4
22 -658  -69,7 -810 -643 601  -558  -77,7
24 -80,1  -830 -874 -700 686 633  -810
26 -829  -875 -902 759  -759  -724  -87.2
28 -889  -933  -943 815 836 -784 913

As Figuras 12 e 13, na sequéncia, demonstram os tempos de avaliacdo que
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos avaliados em relacdo as

taxas de contragdo média.
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Figura 12 — Representagdo grafica dos tempos de avaliacdo que tiveram diferenca
significativa (p<0,05) nas taxas de contracdo média entre 0s grupos analisados.
Nesta figura estdo abordados os tempos 3, 4, 5, 7, 8 e 9, que correspondem ao 6°, 8°,
100, 14°, 16° e 18° dias pos-cirurgico, respectivamente. Nota: Os valores das
diferengas estatisticas entre os grupos estdo informados logo abaixo de cada grafico.
P = Prépolis, ST = Sem Tratamento, SF = Solucdo Fisiologica 0,9%,
S = Sulfadiazina de prata, V = Vaselina, C = Caléndula e A = Acidos Graxos
Essenciais.
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Figura 13 — Representacdo grafica dos tempos de avaliagdo que tiveram diferenca
significativa (p<0,05) nas taxas de contracdo média entre os grupos analisados.
Nesta figura estdo abordados os tempos 10, 11, 12, 13 e 14, que correspondem ao
200, 22°, 24°, 26° e 28° dias pds-cirargico, respectivamente. Nota: Os valores das
diferencas estatisticas entre os grupos estdo informados logo abaixo de cada gréfico.
P = Prépolis, ST = Sem Tratamento, SF = Solucdo Fisiologica 0,9%,
S = Sulfadiazina de prata, V = Vaselina, C = Caléndula e A = Acidos Graxos
Essenciais.
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5.8 Avaliacao microscopica

Os parametros histopatologicos e imuno-histoquimicos — intensidade de reacéo
inflamatoria, intensidade de deposicdo de coldgeno, densidade de mastdcitos, densidade
de células marcadas pelo Ki-67 e angiogénese — ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa no teste empregado (Teste Exato de Fisher) entre os grupos avaliados nas
amostras coletadas no 28° dia de pds-operatorio. No entanto, foram listados os dados

considerados importantes nesse estudo, conforme mostram as figuras a seguir.

5.8.1 Avaliacdo da coloracdo HE

70% 70%

60% 60%

50% 50%
20% 20% B Ausente
o o
M Leve
30% 30% Moderado
20% 0% B Intenso
10% 10%
0% 0%
S P A Cc ' ST SF

Figura 14 — Intensidade da inflamacdo. O eixo X representa os diferentes grupos e o
eixo Y representa a porcentagem de cada categoria de reacdo inflamatéria dentro dos
grupos avaliados. S = Sulfadiazina de prata, P = Propolis, A = Acidos Graxos
Essenciais, C = Caléndula, V = Vaselina, ST = Sem Tratamento e SF = Solucdo
Fisioldgica 0,9%.

N

5.8.1.1 Quanto a presenca de hiperplasia da epiderme (Figura 15): 40% de todas as
lesGes apresentaram hiperplasia da epiderme. Nos grupos vaselina, sulfadiazina de prata
e sem tratamento essa alteracdo foi observada em 50% das feridas; no grupo propolis
ocorreu em 37,5%; no grupo solucéo fisiologica em 36,8% e nos grupos caléndula e

acidos graxos essenciais em 25% do total de lesdes.



62

Figura 15 — Pele reparada, rato Wistar, grupo vaselina.
Epiderme hiperpldsica e derme com pequenos vasos e
infiltrado inflamatdrio difuso discreto. HE, Obj. 10.

5.8.1.2 Quanto a presenca de reepitelizacdo completa (Figura 16): 43% do total de
feridas apresentaram reepitelizacdo completa. Nos grupos propolis e caléndula foi
constatada em 62,5% de todas as lesdes; no grupo sem tratamento ocorreu em 45%; nos
grupos vaselina e 4cidos graxos essenciais foi observada em 37,5%; no grupo solucéo
fisiologica em 36,8% e no grupo sulfadiazina de prata em 25% do total de feridas.

Figura 16 — Pele reparada, rato Wistar, grupo vaselina.
Epiderme com camadas evidentes e derme superficial com
poucos vasos. HE, Obj. 20.
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5.8.1.3 Quanto a presenca de Ulcera (Figura 17): 25% de todas as feridas apresentaram
ulceracdo. No grupo solucéo fisioldgica essa alteracdo foi observada em 42% do total de
lesbes; no grupo sulfadiazina de prata ocorreu em 37,5%; nos grupos vaselina e sem
tratamento em 25% e, nos grupos prépolis e acidos graxos essenciais em 12,5% de
todas as feridas. No grupo caléndula essa alteracdo ndo foi observada.

Figura 17 — Pele ulcerada, rato Wistar, grupo sulfadiazina de
prata. Derme com rica neovascularizacdo e infiltrado
inflamatorio difuso moderado. HE, Obj. 10.

5.8.1.4 Quanto a presenca de crosta (Figura 18): 14% do total de lesGes apresentaram
essa alteracdo. Nos grupos sem tratamento e solucdo fisioldgica foi constatada em 15%,
enguanto nos grupos vaselina, sulfadiazina de prata, propolis, acidos graxos essenciais e
caléndula foi observada em 12,5% de todas as feridas.
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Figura 18 — Pele, rato Wistar, grupo propolis. Pele ulcerada
recoberta por crosta espessa sobre infiltrado inflamatorio
intenso. HE, Obj. 10.

5.8.1.5 Quanto a presenca de plasmocitos (Figura 19): 5% de todas as feridas
apresentaram plasmaocitos. No grupo propolis foi observada em 12,5%; em 10% do
grupo sem tratamento e no grupo soluc¢do fisiologica em 5,3% do total de lesGes. Nos
demais grupos essa alteragdo nao foi observada.

profunda com infiltrado perivascular difuso e discreto, rico em
plasmacitos (setas). HE, Obj. 40.
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Tabela 4 — Quantidade de amostras (estimada em porcentagem) em cada grupo
analisado quanto a presenca de: hiperplasia da epiderme, reepitelizacdo completa,
Ulcera, crosta e plasmocitos avaliadas pela coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE).
V = Vaselina, S = Sulfadiazina de prata, P = Propolis, A = Acidos Graxos Essenciais,
C = Caléndula, ST = Sem Tratamento e SF = Solugdo Fisioldgica 0,9%.

GRUPO  Hiperplasia Reepitelizagéo Ulcera Crosta  Plasmocitos
da epiderme completa

Vv 50% 37,5% 25% 12,5% 0%

P 37,5% 62,5% 12,5% 12,5% 12,5%

S 50% 25% 37,5% 12,5% 0%

C 25% 62,5% 0% 12,5% 0%

A 25% 37,5% 12,5% 12,5% 0%
ST 50% 45% 25% 15% 10%

SF 36,8% 36,8% 42% 15% 5,3%
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5.8.2 Avaliagéo da coloragédo TM

70% 70% -
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20% 20%
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Figura 20 — Intensidade de deposicdo de colageno. O eixo X representa os diferentes
grupos e o0 eixo Y representa a porcentagem de cada categoria de deposicao de colageno
dentro dos grupos avaliados. S = Sulfadiazina de prata, P = Prépolis, A = Acidos
Graxos Essenciais, C = Caléndula, V = Vaselina, ST = Sem Tratamento e SF = Solucao
Fisioldgica 0,9%.

5.8.2.1 O grupo vaselina apresentou em cinco feridas (5/8) niveis leves de colageno (até

33% de colageno novo).

5.8.2.2 O grupo sulfadiazina de prata demonstrou em quatro feridas (4/8) niveis intensos

de colageno (superior a 68% de colageno novo) (Figura 21).

el ¢ A2 AN T PEAVRN
Figura 21 — Pele, rato Wistar, grupo sulfadiazina de prata. A) Pele parcialmente
reparada, com &rea ulcerada a direita e feixes de fibras colagenas logo abaixo da derme
superficial. Masson, Obj. 10. B) Pele ulcerada recoberta por crosta espessa sobre
infiltrado inflamatdrio abundante e numerosos feixes de fibras colagenas. Masson, Obj.
10.
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5.8.2.3 No grupo propolis, trés feridas (3/8) apresentaram niveis moderados de colageno
(34% a 67% de colageno novo), outras trés (3/8) demonstraram niveis acentuados de

colageno e duas (2/8) tiveram niveis leves de colageno.

5.8.2.4 A analise do grupo acidos graxos essenciais evidenciou em cinco feridas (5/8),

niveis moderados de colageno.

5.8.2.5 No grupo caléndula foram observadas quatro lesbes (4/8) com niveis discretos
de colageno e outras quatro (4/8) com niveis moderados de colageno.

5.8.2.6 No grupo sem tratamento, quatro feridas (4/20) tiveram niveis discretos de
colageno, seis (6/20) niveis moderados de colageno e nove lesbes (9/20) niveis intensos

de colageno (Figura 22).

Figura 22 — Pele, rato Wistar, grupo sem tratamento. Pele
reparada hiperplasica com derme rica em vasos e fibras
colagenas. Masson, Obj. 10.

5.8.2.7 A analise do grupo solucdo fisiologica 0,9% evidenciou seis feridas (6/19) com
niveis leves de colageno, sete (7/19) com niveis moderados de colageno e seis lesdes
(6/19) com niveis acentuados de colageno (Figura 23).
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Figura 23 — Pele, rato Wistar, grupo solugéo fisioldgica 0,9%.
Pele reparada com derme rica em fibras colagenas que na
profundidade formam feixes entrelagados (*). Masson, Obj.10.

5.8.3 Avaliacéo da coloragdo AT
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Figura 24 — Densidade de mastocitos. O eixo X representa os diferentes grupos e o eixo
Y representa a porcentagem de cada categoria de densidade de mastdcitos dentro dos
grupos avaliados. S = Sulfadiazina de prata, P = Propolis, A = Acidos Graxos
Essenciais, C = Caléndula, V = Vaselina, ST = Sem Tratamento e SF = Solucdo
Fisioldgica 0,9%.

Todos o0s grupos apresentaram densidade de mastécitos predominantemente nos
niveis leve (média até 3,1 por cga) e moderado (média entre 3,2 e 6,3 por cga). O grupo
caléndula demonstrou discrepancia consideravel entre esses dois niveis, com

predominio da categoria leve. Os grupos sulfadiazina de prata, propolis e sem
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tratamento evidenciaram algumas feridas no nivel intenso para densidade de mastocitos

(média superior a 6,4 por cga), porém em menor quantidade do que nas categorias

citadas anteriormente (Figura 25).

5.8.4 Avaliacédo da expressdo do marcador Ki-67
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Figura 25 - Pele, rato Wistar, grupo sem tratamento.
Numerosos mastocitos proximos a vasos sanguineos na derme
profunda (setas), evidenciados pelo azul de toluidina. AT, Obj.
40. Realce: mastdcito metacromatico desgranulando. AT, Obj.

100.
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Figura 26 — Densidade de proliferacdo epitelial. O eixo X representa os diferentes
grupos e o eixo Y representa a porcentagem de cada categoria de densidade de células

marcadas pelo Ki-67 dentro dos grupos avaliados. S

Sulfadiazina de prata,

P = Prépolis, A = Acidos Graxos Essenciais, C = Caléndula, V = Vaselina, ST = Sem
Tratamento e SF = Solucéo Fisiologica 0,9%.
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Em todos os grupos ocorreu predominancia dos niveis leve (media até 17,5 por
cga) e moderado (média entre 17,6 e 35,1 por cga) para a densidade de células epiteliais
marcadas pelo Ki-67. No entanto, no grupo caléndula houve uma diferenca
representativa entre esses dois niveis, com predominio da categoria leve. Ainda,
observou-se que 0s grupos propolis, &cidos graxos essenciais, sem tratamento e solucéo
fisioldgica 0,9% apresentaram algumas feridas no nivel intenso para densidade de
proliferacdo epitelial (média superior a 35,2 por cga), ndo ultrapassando 0s niveis
prevalentes (Figura 27).

Figura 27 — Pele, rato Wistar, marcacdo de células epiteliais pelo anticorpo Ki-67. A)
Grupo propolis. Pele reparada com varias células basais marcadas pelo anticorpo.
IHQ, Obj. 10. B) Grupo sem tratamento. Pele reparada hiperplasica com numerosas
células basais marcadas pelo anticorpo. Alguns fibroblastos da derme também
apresentam marcagdo. IHQ, Obj. 20. C) Grupo &cidos graxos essenciais. Marcagdo
uniforme de células basais em pele reparada hiperplasica. IHQ, Obj. 20. D) Grupo
vaselina. Pele hiperplésica e hiperceratotica reparada em remodelacdo com marcagao
escassa de células basais. Ha algumas células dérmicas marcadas pelo anticorpo. IHQ,
Obj. 10.



5.8.5 Avaliagéo da expresséo do VEGF
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Figura 28 — Densidade de novos vasos sanguineos. O eixo X representa os diferentes
grupos e 0 eixo Y representa a porcentagem de cada categoria de densidade vascular
dentro dos grupos avaliados. S = Sulfadiazina de prata, P = Propolis, A = Acidos
Graxos Essenciais, C = Caléndula, V = Vaselina, ST = Sem Tratamento e SF = Solucao
Fisioldgica 0,9%.

Quanto a presenca de angiogénese, todos 0s grupos apresentaram predominancia

do nivel leve (média até 43,4 por cga), seguido, em menor escala, do nivel moderado

(média entre 43,5 e 73,4 por cga). Apenas o grupo sulfadiazina de prata obteve nivel

intenso (media superior a 73,5 por cga) para a formagdo de novos vasos sanguineos
(Figura 29).



Figura 29 — Pele, rato Wistar, grupo sulfadiazina de prata. A)
Vasos sanguineos neoformados com numerosas hemacias no
seu interior, juntamente com fibroblastos fusiformes (setas).
HE, Obj. 20. B) Numerosos vasos sanguineos séo evidenciados
pela marcacédo do VEGF. IHQ, Obj. 20.
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Tabela 5 — Classificacdo dos dados microscopicos em relacdo a categoria predominante
(ausente, leve, moderada, intensa) em cada grupo analisado quanto a: intensidade da
inflamacdo, intensidade de deposicdo de colageno, densidade de mastdcitos, densidade
de proliferagédo epitelial (expressdo do marcador Ki-67) e angiogénese (densidade de
novos vasos sanguineos). V = Vaselina, S = Sulfadiazina de prata, P = Prdpolis,
A = Acidos Graxos Essenciais, C = Caléndula, ST = Sem Tratamento e SF = Solugéo

Fisioldgica 0,9%.

GRUPO Inflamagéo Deposicao Densidade Ki-67 Angiogénese
colageno mastocitos
V Ausente Leve Leve = Moderada Leve
Moderada
P Leve Moderada = Leve Moderada Leve
Intensa
S Ausente Intensa Leve Leve = Leve
Moderada
C Ausente Leve = Leve Leve Leve
Moderada
A Ausente Moderada Leve = Leve = Leve
Moderada Moderada
ST Ausente Intensa Leve Leve Leve
SF Leve Moderada Leve Leve Leve
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6 DISCUSSAO

O animal experimental adotado para esse estudo (rato Rattus norvegicus)
atendeu as expectativas e necessidades propostas. Além disso, devido ao seu pequeno
porte e facilidade de aquisicdo e manejo, 0s gastos foram menores no que diz respeito a
manutencdo didria quando comparado a outras espécies utilizadas na experimentacao
animal. A caracteristica de fécil adaptacdo a manipulacdo e docilidade durante o
manuseio adequado foi bastante relevante nessa pesquisa, pois em estudos sobre
cicatrizacao é primordial que os animais sejam tranquilos o suficiente para que, somado
a terapia analgésica, ndo causem interferéncia no processo cicatricial por automutilacdo
e estresse. De acordo com Lapchik et al. (2009), o rato tem muitas vantagens como um
animal de pesquisa, pois esta facilmente disponivel, é barato, de facil criacdo, adaptagédo
e manuseio, € inteligente e tende a ser ddcil. Ademais, o tamanho maior dos ratos, em
comparagdo aos camundongos, faz deles um modelo cirdrgico mais adequado. Tufik et
al. (2004) e Ferreira et al. (2005) afirmaram que o Rattus norvegicus € uma opcdo de
uso como modelo cirdrgico induzido, sendo amplamente utilizado para estudos com
pele. E possivel encontrar na literatura diversos trabalhos realizados na area de
cicatrizacdo de feridas e regeneracdo tecidual, os quais utilizaram esse animal em
estudos experimentais (BRITO et al., 2001; CAVALCANTI NETO et al., 2005; NITZ,
2005; NASCIMENTO et al., 2009; PIMENTEL, 2011; BATISTA et al., 2012; LOSS,
2013).

A adocdo desse animal experimental permitiu, também, a padronizacdo das
feridas e reducéo do numero de animais necessarios, pois possibilitou a indugdo de duas
lesbes simétricas paralelas, diminuindo, assim, os viesses relacionados aos fatores
individuais (como nivel nutricional, possiveis comorbidades n&o detectadas, entre
outros), além dos anatbmicos (como o padrdo de feixes vasculares, elasticidade e
distribuicdo das linhas de tenséo cutanea) (PAVLETIC, 2010). Optou-se pelas feridas
lado a lado para que se mantivesse a irrigacdo sanguinea local na tentativa de minimizar
as possiveis diferencas individuais no processo cicatricial, corroborando com os estudos
realizados por Gianotti (2011), Garcez (2012) e Loss (2013). Ainda, para efeito de
padronizacdo foram escolhidos animais de mesmo sexo e idade.

Levando em consideracdo que a apreensdo e 0 estresse produzidos pela

manipulacdo e pelo procedimento de inducdo das feridas poderiam iniciar uma
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variedade de reagBes neuro-humorais, potencialmente deletérias e passiveis de
sensibilizar tanto o sistema nervoso central quanto o periférico elevando a sensibilidade
a dor, optou-se pelo uso do opi6ide cloridrato de tramadol, na dose de 5 mg.kg™,
administrado por via intraperitoneal, previamente ao procedimento criocirurgico,
conforme proposto por Andrade (2002). Para a manutencéo, fez-se uso do anestésico
inalatdrio isoflurano, o qual demonstrou ser muito eficiente e seguro para a espécie em
questdo, pois 0s animais apresentaram um retorno anestésico rapido e tranquilo, e ndo
houve dbitos durante as intervencdes (SCHANAIDER & SILVA, 2004). O tempo
médio do procedimento anestésico variou entre oito e 11 minutos e foi considerado
satisfatorio, uma vez que incorporou 0 tempo necessario a tricotomia, antissepsia,
demarcacdo no dorso dos locais onde se provocariam as feridas, inducdo e
descongelamento das duas lesdes e aplicacdo dos agentes tdpicos, sendo considerado
concluido apenas quando se visualizava o retorno anestésico completo do animal.

O tempo requerido para o procedimento criocirdrgico variou entre trés e cinco
minutos. O tempo da inducdo de cada lesdo foi de exatamente um minuto, dividido em
15 segundos para atingir o halo desejado e os 45 segundos restantes para manter o halo
de congelamento, tal como descrito por Maia & Ribeiro (1997), Dawber (2002), Lucas
(2004) e Pimentel (2011). O tempo de descongelamento das feridas variou entre dois e
quatro minutos, estando de acordo com Maia & Ribeiro (1997), Dawber (2002) e Kuflik
(2004), os quais sugerem que o tempo ideal de descongelamento total deve ser igual ou
maior a duas vezes o tempo de congelamento total. O procedimento cirtrgico foi
considerado rapido, ndo cruento e de baixo nivel algico.

O método escolhido para a indugdo das feridas foi o congelamento por meio do
spray. A grande maioria dos autores considera esse 0 método mais rapido, mais
destrutivo e letal para o tecido alvo, além de ser considerado aquele que atinge a maior
profundidade durante o procedimento criocirargico (PODKONJAK, 1982; WITHROW,
1989; KORPAN, 2001; DAWBER, 2002). A utilizagdo da técnica do spray (sistema
aberto) associado ao cone de neoprene (sistema confinado) para direcionar o jato e
controlar o diametro de congelamento desejado foi satisfatoria, pois possibilitou a
padronizacdo quanto ao tamanho e aspecto das lesbes. Mesmo assim, houve alguma
variabilidade na determinag&o da area das lesdes no momento imediato a sua realizacéo,
fato inerente & elasticidade da pele de cada individuo em estudo. A mesma dificuldade
foi encontrada nos experimentos de Hossein et al. (2008), Garcez (2012) e Loss (2013).

No entanto, nesse trabalho e nos citados anteriormente ndo houve diferenca que
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interferisse significativamente nas andlises posteriores. Apenas uma, das 80 feridas
propostas, precisou ser descartada, pois durante sua inducdo ocorreu um congelamento
excessivo da superficie cutanea devido a um problema na manipulacdo do aparelho de
criocirurgia e, dessa forma, provocou uma lesdo de diametro muito superior as demais,
ndo podendo ser considerada nas avaliacbes macro e microscopicas. Segundo Castro et
al. (2013), efeitos indesejados estdo associados a escolha de técnica inadequada e
congelamento excessivo, 0 que conduz a estenose cicatricial, destruicdo tecidual e
deformidades.

O tamanho do Cryocone® utilizado foi considerado adequado para a espécie
uma vez que permitiu a confeccdo de duas feridas paralelas no dorso do animal, cada
uma com 15 mm de didmetro e, ainda, conservou-se um espacamento de 20 mm entre
elas. Pimentel (2011) induziu duas feridas de aproximadamente 10 mm de didmetro no
dorso de ratos e concluiu que a reepitelizacdo de ambas ocorreu de forma semelhante,
tanto nos casos tratados com criocirurgia como nos controles. Uma vez que as lesbes
cutaneas nesses animais tendem ao rapido fechamento, o tamanho das feridas
provocadas favoreceu uma rapida resolucdo (PIMENTEL, 2011). Por isso, optou-se por
provocar, nesse experimento, lesGes de didametro maior, a fim de tornar mais dificil o
processo cicatricial e evidenciar diferencas entre os grupos analisados.

Os agentes topicos foram aplicados com o auxilio de medidor de um grama,
mostrando-se um método bastante satisfatorio. Além da facilidade de manuseio, todos
0S animais receberam exatamente a mesma quantidade do produto, de modo que néo
ocorreu perda da pomada e a quantidade era suficiente para recobrir toda a ferida. Como
todos os principios ativos se apresentaram no mesmo veiculo (vaselina sélida) nao
houve diferenca quanto ao volume e peso das preparacfes topicas aplicadas nos
diferentes grupos. Nao foram encontrados dados na literatura pesquisada que tivessem
utilizado material semelhante como opc¢éo para aplicagéo das pomadas.

O enriquecimento ambiental através de amendoim torrado com casca, toalha de
papel e semente de girassol auxiliou favoravelmente no entretenimento e distracdo dos
animais ap6s cada aplicacdo das pomadas e minimizou o estresse causado pelo
isolamento. Segundo Lapchik et al. (2009), o enriquecimento ambiental objetiva
proporcionar aos animais em cativeiro um ambiente rico em estimulacdo sensorial, que
pode ser criado de diversas maneiras. Ainda, o enriguecimento alimentar, no caso de
roedores, pode ser feito administrando sementes e alimentos com grau de dureza mais

elevado, possibilitando o desgaste dos incisivos. Utilizou-se, também, uma técnica apos
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a aplicacdo dos tratamentos tdpicos que foi manter as grades das gaiolas viradas por um
periodo de 30 minutos. Com isso, ndo houve perda significativa das pomadas quando os
animais se movimentaram, fornecendo o tempo necessario para que elas fossem
absorvidas e, ainda, eles conseguiram adotar a posicdo em pé, estimulando o
comportamento de exploracdo do ambiente. Na literatura pesquisada, 0s autores nédo
citam os metodos utilizados para favorecer a absorcao dos agentes topicos estudados ou
conter as lambeduras logo ap6s a aplicacdo das pomadas. Durante todo o experimento
foi mantida a preocupagdo com o bem-estar dos animais em estudo, conforme descrito
por Lapchik et al. (2009): “O bem-estar dos animais em cativeiro ndo é apenas
dependente da auséncia de dor e de angustia ou de comportamentos anormais, mas
também impor o minimo de restricdo as necessidades fisioldgicas e etoldgicas dos
animais”.

A utilizacdo do cloridrato de tramadol (derivado opidide) como analgésico,
aplicado por via intraperitoneal, na dosagem de 5 mg.kg™, duas vezes ao dia, por dois
dias apds a inducéo das feridas, se mostrou um método eficiente no controle da dor pds-
cirargica, sem, contudo apresentar interferéncia no processo cicatricial, que poderia ter
ocorrido com o emprego de drogas antiinflamatérias (BALBINO et al., 2005). Os
animais retomaram precocemente as atividades, ndo apresentando sinais de dor quando
manipulados, mantendo-se doceis durante os procedimentos terapéuticos diarios e com
disposicdo alimentar normal, o que pode ser comprovado ao final do experimento
quando obtiveram um incremento médio de 20 g nos seus pesos corporais comparado ao
inicio do estudo.

Em todos os grupos, sem excegdo, ocorreram casos de escoriagOes, devido a
lambeduras ou mesmo prurido proximo ao local das feridas, sendo mais observado no
periodo inicial até a metade do experimento, aproximadamente. O prurido € um sintoma
gue se manifesta essencialmente na pele e/ou membranas mucosas e pode variar desde
leve a intenso, localizado a generalizado e intermitente a persistente (prurido crénico).
Ele provoca uma sensacdo desagradavel na pele que promove o ato ou o desejo de cocar
(CUNHA & FILHO, 2012).

Nos animais que receberam a pomada de propolis, esse sinal clinico ficou mais
evidente, sendo observado prurido intenso e até mesmo alguns casos de
autotraumatismo, que se acredita ter ocorrido devido a uma reacdo alérgica. Segundo
Orsi et al. (2005), alguns casos de alergia devido a componentes da prépolis tém sido

relatados, mas 0s possiveis mecanismos e 0S COMpOStos responsaveis por essa reacao
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alérgica ainda ndo foram elucidados. Também, Angelini et al. (1987) afirmaram que
embora a propolis apresente propriedades antiinflamatorias, ha poucos relatos de seus
efeitos secundarios, tais como a dermatite alérgica de contato. Hausen et al. (1987)
observaram que constituintes da propolis sdo potentes sensibilizadores de contato
quando administrados na pele de cobaias, sendo o &cido caféico 1,1-dimetilalil éster o
principal agente responsavel pelo processo alérgico. Corroborando os resultados
encontrados nesse estudo e com o0 ja descrito na literatura, Orsi et al. (2005)
descreveram que a prépolis, em altas concentracdes, pode ativar os mastocitos,
promovendo a liberagdo de mediadores inflamatorios por mecanismos citotdxicos.
Porém, quando utilizada em baixas concentracfes, a propolis ndo apresentou nenhum
efeito na liberacdo de histamina. Também, sugerem que esses resultados podem estar
relacionados com o processo alérgico desencadeado pela prépolis em pessoas sensiveis.

Uma propriedade organoléptica muito evidente da pomada de prépolis foi o seu
odor. Como os ratos possuem um olfato altamente desenvolvido, essa caracteristica
pode ter sido muito forte ou irritante para eles, promovendo o ato de cocar e lamber com
0 intuito de remover a pomada. Assim, sugere-se outra hipotese para as escoriacoes
mais intensas que, em alguns animais desse grupo, chegaram ao autotraumatismo.
Farias et al. (2013) avaliaram trés formulacdes com o extrato de propolis, um creme, um
gel e um unguento com vaselina, e demonstraram que em nenhuma dessas preparacdes
ocorreu alteracdo quanto ao odor caracteristico da propolis, confirmando o observado
nesse estudo.

Nos animais que receberam a pomada composta por acidos graxos essenciais,
observou-se a presenca de eritema generalizado de intensidade moderada no periodo
inicial até quase a metade do experimento. A Unica referéncia encontrada na literatura
que faz mencéo a esse achado foi de Mandelbaum et al. (2003), os quais afirmaram que
0s AGE podem provocar hipersensibilidade.

As crionecroses provocadas pelo procedimento criocirirgico comecaram a
desprender suas bordas entre 0 10° e 12° dia pos-cirurgico. A partir do 14° dia apos a
inducdo das feridas, as crionecroses comecgaram a cair completamente e esse processo
de queda continuou até o final do experimento (28° dia), discordando do descrito por
Castro et al. (2013). De acordo com esses autores, a maior parte das lesdes se apresenta
no pos-cirdrgico como escaras secas que se destacardo do tecido sadio em quatro ou
cinco dias, caindo entre o 10° e 14° dia. Quando a parte necrosada se destaca e cai, 0

tecido de granulacdo comeca a se fechar por contracdo e epitelizacdo e 0 processo
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cicatricial se completa entre 14 e 21 dias (WITHROW, 1980). Nesse experimento, a
maioria das lesbes ndo estava completamente cicatrizada ao final dos 28 dias de
avaliacdes, provavelmente devido ao grande tamanho das feridas conforme citado por
Withrow (1980) e Lucas & Larsson (2007). As lesdes induzidas pelo procedimento
criocirurgico tendem a cicatrizar por segunda intengdo mais lentamente que outras
feridas limpas, nas quais ndo ocorre a formacdo de uma necrose exacerbada, sendo que
quanto mais precoce for a queda dessa, mais rapidamente se completard o processo de
cicatrizacdo e o aparecimento de uma cicatriz. A média (em dias) do inicio da queda das
crostas nos grupos avaliados foi muito semelhante, a excecdo do grupo prépolis que
apresentou média significativamente inferior e obteve a queda de todas as crionecroses
de forma mais precoce.

No que se refere as taxas de contracdo média das feridas, observou-se que o
grupo prépolis foi 0 que obteve as maiores taxas, seguido, em ordem descrescente,
pelos grupos caléndula, vaselina, &cidos graxos essenciais, solucdo fisiologica 0,9%,
sulfadiazina de prata e sem tratamento. As feridas que cicatrizam por segunda intengédo
possuem a capacidade de contracdo devido a acdo dos miofibroblastos, que dotados de
grande quantidade de filamentos de actina, sdo responsaveis por esse fendmeno
(MONTENEGRO & FRANCO, 1999). A contracdo da ferida é considerada um
indicativo do potencial de cicatrizacdo, ou seja, quanto melhor a cicatrizacdo maior é a
porcentagem da contracdo (BRITO et al., 2001; MIRANDA, 2001).

Contrariamente ao observado nesse experimento, Rahal et al. (2003) afirmaram
que nao foi possivel observar diferenca significativa entre as taxas de contracdo média
de feridas tratadas com propolis, mel e solugédo cloreto de sodio 0,9% e atribuiram isso
ao fato das feridas serem limpas e ndo infectadas ou de dificil cicatrizagdo, como em
outros relatos. Também, Nitz (2005) ndo encontrou diferenca estatisticamente
significante nas taxas de contracdo de lesdes tratadas com caléndula, mastruz e solucéo
cloreto de sodio 0,9%, imputando esse fato a variabilidade intrinseca dos animais dentro
de cada grupo. Ainda, Marques et al. (2004) utilizaram 06leo de semente de girassol e
vaselina solida para aplicacdo topica em feridas e observaram aumento na velocidade
cicatricial do primeiro com relagdo ao segundo, concluindo que a vaselina ndo possui
atividade cicatrizante, diferentemente do observado nesse trabalho. J4, Mishra &
Simonson (2008) sugerem que as altas taxas de contragdo das feridas tratadas com

acidos graxos essenciais se devem ao fato desses induzirem a sintese de TGF-f e,
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estimularem a expressdo de antigenos contrateis nos fibroblastos, diferenciando-os em
miofibroblastos.

As menores taxas de contracdo média foram observadas nos grupos sulfadiazina
de prata e sem tratamento. Concordando com esse estudo, Soengil et al. (2000) também
observaram a reepitelizacdo mais evidente com o uso de propolis em relacdo a vaselina
solida ou sulfadiazina de prata, em lesGes induzidas em coelhos. As feridas que
receberam apenas a limpeza com solucédo cloreto de sédio 0,9%, obtiveram medias de
contracdo superiores as que ganharam sulfadiazina de prata ou nenhum tratamento. De
acordo com Batista et al. (2012) um dado interessante e ja bastante conhecido é a
importancia de se manter a ferida limpa no processo de cicatrizacdo, visto que as lesdes
tratadas com solucdo cloreto de sddio 0,9%, cicatrizam na mesma proporc¢do das feridas
tratadas com as pomadas testes em muitos estudos.

O grupo propolis apresentou diferenca estatistica significativa quando
comparado ao grupo sem tratamento em relacdo as taxas de contracdo média desde o 6°
dia pos-cirargico (3% avaliacdo) até o 28° dia ap6s o procedimento criocirdrgico (142
avaliacdo). Os demais grupos analisados, em algum dos tempos avaliados, também
obtiveram diferenca estatisticamente significativa frente ao grupo sem tratamento. Os
agentes topicos sdo aqueles aplicados diretamente sobre o leito da ferida ou destinados a
sua limpeza, com o objetivo de favorecer o processo de cicatriza¢do, mantendo-a Umida.
Ao contrario do que diz a crenca popular de que “ferida seca cura mais rapido”, os
estudos demonstram que as feridas abertas formam crosta e sofrem epitelizagdo mais
lentamente, enquanto as tratadas com terapia topica ou curativos, que proporcionam um
ambiente imido, melhoram em 35% a 45% a taxa de reepitelizac&o de feridas profundas
(MANDELBAUM et al., 2003). Diante disso, em lesbes provocadas pela criocirurgia, a
utilizacdo de um tratamento topico parece ser ainda mais relevante, uma vez que,
segundo Castro et al. (2013), a necrose do tecido leva & descamacdo e a secagem da
ferida, fazendo com que a cura se torne mais lenta do que em feridas por excisdo
cirurgica.

Com base nos resultados mencionados anteriormente, pode-se inferir que
qualquer um dos tratamentos topicos realizados foi superior em relagdo a velocidade de
cicatrizacdo do que o0 grupo que ndo recebeu agentes topicos ou limpeza em suas lesdes.
Ou seja, em uma analise mais direta, a aplicacdo de propolis, caléndula, vaselina solida,
acidos graxos essenciais, sulfadiazina de prata ou solucdo cloreto de sddio 0,9%, seja

ela qual for, desconsiderando suas caracteristicas particulares, ainda sdo superiores, no
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que diz respeito a rapidez do reparo por segunda intencdo, do que simplesmente néo se
interferir no processo de cicatrizacdo apos um procedimento criocirdrgico cutaneo. Nao
foram encontrados na literatura pesquisada, trabalhos publicados que comparem terapias
topicas em feridas apds a realizacdo de criocirurgia, nem tdo pouco indicacdes de
agentes topicos que pudessem ser utilizados para tratar tais lesdes. O Unico trabalho que
faz referéncia a isso é de Castro et al. (2013), afirmando que a maioria das lesdes pos-
criocirurgia cicatrizam naturalmente e, se necessario, pode ser feita apenas uma suave
limpeza da area de necrose.

As varidveis avaliadas, microscopicamente, ndo demonstraram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos no dia avaliado. A metodologia empregada
ou as categorias utilizadas nas avaliacdes histoldgicas, bem como o teste estatistico
aplicado para a analise dos dados microscopicos, podem nao ter sido suficientemente
sensiveis para detectar pequenas variacGes entre 0s grupos e, talvez, por isso ndo se
tenham encontrado diferencas significativas.

Houve predominio das amostras com reacdo inflamatdria considerada ausente ou
discreta e menor numero de feridas classificadas como moderada e acentuada. Esse
resultado pode ser explicado levando-se em consideracdo o tempo em que foram
realizadas as bidpsias. No 28° dia pds-cirurgico, é esperado que as células de defesa ndo
se encontrem mais em abundéancia no foco da lesdo, uma vez que a fase inflamatoria
tem, em condigdes normais, duracdo de 48 a 72 horas (HATANAKA & CURI, 2007). O
infiltrado inflamatdrio observado nas amostras era composto, predominantemente, ora
por ceélulas polimorfonucleares (neutrofilos), ora por células mononucleares
(macréfagos, plasmdcitos e linfécitos) e, por vezes, apresentava ambos os tipos, sendo
classificado como infiltrado inflamatério misto. A reacdo inflamatoria aguda é
caracterizada pela curta duracdo, aumento da permeabilidade vascular, exsudagdo de
fluidos e proteinas plasmaticas e migracdo de leucocitos, principalmente neutrofilos. A
reacdo inflamatdria crénica depende da ndo resolucdo do processo de fase aguda e,
geralmente, possui longa duracdo. Caracteriza-se pela persisténcia de macrofagos e
linfocitos, além de angiogénese, proliferacdo de tecido conjuntivo e dano tissular,
frequentemente resultando em reparo excessivo (KUMAR et al., 2005; SEPHEL &
WOODWARD, 2006). As feridas, ao término do periodo de avaliacdo, ndo se
encontravam cicatrizadas de forma homogénea e, por isso, houve diferenga intra e entre
0S grupos quanto a presenca, densidade e o tipo de células do infiltrado inflamatorio e,

consequentemente, na intensidade da inflamacéo. De acordo com Silva (2007), as lesbes
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causadas pela criocirurgia apresentam uma pequena reacdo inflamatoria e, a
recuperacdo dessas é caracterizada pelo aumento de espessura da camada epidérmica e
auséncia de estruturas anexas como as glandulas e os foliculos. Nesse estudo, também,
foi observada hiperplasia da epiderme e auséncia dos anexos cutaneos no local da leséo,
em algumas amostras de todos os grupos avaliados.

Os grupos propolis e caléndula apresentaram o maior numero de lesbes com
reepitelizacdo completa ao final do experimento. Conforme também observado por
Rahal e colaboradores (2003), a propolis levou a uma reepitelizacdo mais precoce de
feridas limpas induzidas em ratos Wistar, em relacdo aos animais tratados com mel e
solucdo cloreto de sddio 0,9%. Ainda, Rao (1991) demonstrou que a aplicacdo externa
do extrato de caléndula acelerou a reepitelizacdo de feridas cirurgicas em ratos.

A presenca de Ulcera foi constatada em algumas feridas de todos os grupos, a
excecdo da caléndula. Esse resultado corrobora Pimentel (2011) que verificou a
presenca de ulceracdes nas areas submetidas a criocirurgia em bidpsias coletadas no 14°
dia pés-cirurgico. A formacao de Ulcera é um aspecto patoldgico do reparo, podendo ser
resultado de vascularizagdo insuficiente durante o processo cicatricial (ROBBINS &
COTRAN, 2010).

Os plasmdcitos sdo células derivadas de linfocitos tipo B, pouco numerosos no
tecido conjuntivo normal, mas abundantes em locais sujeitos a penetracdo de bactérias
(como intestino e pele) e nos locais onde existe inflamagdo cronica (BANKS, 1992).
Foram observados em poucas amostras de apenas trés grupos (prépolis, sem tratamento
e solucdo fisioldgica 0,9%), evidenciando uma reacdo inflamatdria intensa e cronica,
corroborando Pimentel (2011) que demonstrou a acdo prejudicial do frio na pele, em
fragmentos submetidos a criocirurgia e coletados no sétimo dia pos-operatorio, 0s quais
mostraram destruicdo celular acentuada. No presente estudo, ndo foi realizada avaliacao
microbiologica das feridas, apenas analises macroscopicas, nas quais ndo foram
detectados sinais de infecgdo (como exsudacdo, acumulo de pus, etc).

Quanto a intensidade de deposicao de colageno houve predominancia dos niveis
moderado e intenso, com exce¢do do grupo vaselina. A maioria das amostras coletadas
dos grupos sulfadiazina de prata e sem tratamento foram incluidas na categoria
acentuada para deposicao de colageno. Discordando do observado nesse experimento,
Soengil et al. (2000) relataram que as taxas de fibras coldgenas no grupo tratado com
prépolis excederam aquelas dos grupos que receberam vaselina sélida e sulfadiazina de

prata.
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Uma relacdo importante constatada nesse trabalho foi que a maioria das
amostras, de todos os grupos, foram classificadas nos niveis ausente ou leve para reacdo
inflamatdria, enquanto um grande numero delas foram incluidas nas categorias
moderada ou intensa para a intensidade de deposicdo de colageno, ratificando o suposto
por Perez-Tamayo (1987). A cicatrizacdo das feridas esta diretamente relacionada com
0 processo inflamatorio e, se esse € menos acentuado, permite maior deposicdo de
feixes de fibras colagenas. E possivel que a inflamac&o prolongada desencadeie necrose
acentuada, causando mais danos ao tecido e tornando o processo de cura mais dificil
(PEREZ-TAMAYO, 1987).

Os fibroblastos sdo células mesenquimais muito importantes durante o reparo
tecidual. A fibroplasia se caracteriza por proliferacdo e migracdo dos fibroblastos no
local da les@o e pela producdo de coldgeno tipo Ill e outros componentes de matriz
como glicosaminoglicanos e fibronectina, que contribuem para a formacéo de tecido de
granulacdo (LI et al., 2007). Percebeu-se, nesse estudo, a formacdo do tecido de
granulacdo exuberante, bem como o tempo de cicatrizacdo mais longo do que em uma
ferida gerada por cirurgia convencional, conforme descrito por Giampapa et al. (1981),
Gage & Baust (1998) e Pimentel (2011). Durante o periodo de fibroplasia o colageno é
produzido de forma crescente, continuamente, até aproximadamente 21 dias, quando a
homeostase é alcancada e a taxa de degradacdo do colageno equilibra-se com a sua
sintese (STADELMANN et al., 1998). Os grupos sulfadiazina de prata e sem
tratamento apresentaram algumas amostras nos niveis moderado e intenso de reacdo
inflamatdria e ao término do experimento, grande parte de suas feridas se encontravam
em fase de proliferagdo, demonstrando exuberante tecido de granulagdo e taxas de
contragdo média inferiores aos demais grupos. Diante disso, pode-se inferir que o
prolongamento da fase inflamatoria da cicatrizacdo influenciou na fase de fibroplasia,
ou seja, quanto mais duradoura a primeira fase, mais tarde comega a deposi¢do dos
fibroblastos na regido, coincidindo com os resultados encontrados por Coelho et al.
(2010).

Os mastécitos sdo células multifuncionais que participam desde o processo de
inflamacdo aguda até a reparagdo tecidual (RECH & GRACA, 2006). Participam nos
processos de inflamag&o, angiogénese, degradacdo de matriz e remodelagéo dos tecidos.
Os mastdcitos contém uma variedade de potentes mediadores, tais como a histamina,
heparina, proteinases e citocinas multifuncionais, sendo que muitos desses (histamina,

heparina e TNF-a) sdo capazes de estimular a proliferagdo de fibroblastos e sintese de
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coldgeno (RIMKEVICIUS & MACKIEWICZ, 2006). Nesse estudo, a densidade de
mastocitos observada pela técnica do azul de toluidina foi classificada como leve e
moderada, predominantemente, em todos os grupos. Ocorreu diferenca quanto a
localizacdo de concentracdo dessas células na derme, sendo observada na maioria das
amostras uma concentracdo superior na derme profunda quando comparada a derme
superficial. Esses resultados diferem dos encontrados por Cowen et al. (1979), que ao
estudarem a distribuicdo dos mastocitos na pele humana normal em duas regides de
profundidade diferente na derme, observaram que ambos os locais tinham populac6es
de mastocitos de tamanho e distribuicdo semelhante com uma densidade méxima
imediatamente abaixo da juncdo dermo-epidérmica, diminuindo gradualmente a uma
densidade minima nas camadas mais profundas da derme. Ainda, Eady et al. (1979)
afirmaram que os mastdcitos tendem a se agregar em torno dos vasos e apéndices.
Vérios trabalhos tém observado que a densidade populacional de mastécitos varia
consideravelmente, ndo apenas entre espécies e entre diferentes tecidos da mesma
espécie, mas também de uma regido para outra no mesmo tecido (COWEN et al., 1979).
Majeed (1994) em um estudo sobre a distribui¢do de mastdcitos em ratos, afirmou que
houve aumento do ndmero dessas células em lesdes inflamatdrias da pele, mas concluiu
que a presenca de mastdcitos € incidental e ndo indica qualquer anormalidade.

Outro dado interessante encontrado, em grande parte das amostras, foi a relacédo
inversamente proporcional entre a deposicdo de colageno e a quantidade de mastdcitos,
ou seja, nos locais onde havia grande quantidade de feixes de colageno eram observados
poucos mastocitos. Corroborando esse achado, Ettinger & Feldman (2005) sugeriram
que a histamina se liga a receptores H; e H, dos macrofagos, resultando na liberagéo de
um fator supressor de fibroblastos que diminui a fibroplasia normal e provoca retardo na
cura da ferida. Contrariamente, Metcalfe et al. (1997) afirmaram que a histamina e a
heparina podem estimular o crescimento dos fibroblastos, a sintese de colageno e a
formacdo da cicatriz. Nao foi possivel estabelecer uma relacdo direta entre a densidade
de mastocitos e a cicatrizacdo das feridas, visto que alguns grupos que se enquadraram
nas categorias leve ou moderada (vaselina e caléndula, por exemplo), apresentaram
taxas de contracdo media superiores, bem como uma cicatrizagdo mais rapida de suas
feridas, em relacdo a outros grupos que também foram classificados,
predominantemente, nos niveis leve e moderado para densidade de mastdcitos

(sulfadiazina de prata e sem tratamento).
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O grupo tratado com sulfadiazina de prata obteve uma parcela de suas amostras
classificadas no nivel intenso para a densidade de mastdcitos e também para a densidade
de novos vasos sanguineos, confirmando o descrito por Metcalfe et al. (1997). Os
mastdcitos se acumulam em situaces dependentes da angiogénese como na cicatrizagao
de feridas. Dentre as substancias que estimulam a angiogénese direta ou indiretamente
destacam-se a heparina, a histamina e o TGF-p (Metcalfe et al.,1997). Ainda,
corroborando esse dado observado, alguns trabalhos mostraram uma importante
correlacdo entre a concentracdo de mastocitos e a microdensidade vascular em lesGes
pré-neoplasicas, sugerindo que os mastocitos podem controlar a resposta angiogénica
pela liberacdo do VEGF (Sawatsubashi et al., 2000; lamaroon et al., 2003). De acordo
com Parizi et al. (2010) a triptase dos mastocitos foi identificada como potente fator
proangiogénico nos tumores.

A angiogénese ¢ um processo fisiolégico que envolve o crescimento de novos
vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes. E um processo normal e vital no
crescimento e desenvolvimento, bem como na cicatrizacdo de feridas e nas inflamagdes
cronicas (ROBBINS & COTRAN, 2010; SEPHEL & WOODWARD, 2010). O grupo
sulfadiazina de prata foi o Unico que apresentou, parcialmente, nivel acentuado de
neoformacdo vascular. Esse fato pode ser explicado porque as lesBes tratadas com esse
agente apresentaram taxas de contracdo média inferiores aos demais grupos que também
receberam pomadas. Dessa forma, ao término do periodo de avaliacdo, as feridas ndo
estavam completamente cicatrizadas, apresentando em sua maioria, tecido de
granulacdo exuberante e, consequentemente, maior nimero de vasos sanguineos. A
semelhanca disso, Brito et al. (2001) e Miranda (2001) observaram, no tecido de
granulacdo, vasos sanguineos dispostos perpendicularmente ao epitélio e com a
evolugdo do processo de reparacdo, esses vasos foram se dispondo paralelamente e
diminuiram de quantidade. Um estudo desenvolvido por Coelho et al. (2010) avaliou a
sulfadiazina de prata em feridas cutdneas e concluiu que os maiores escores de
proliferagdo vascular foram encontrados no 7° dia pos-cirurgico, com diminuicdo
progressiva no 14° e no 30° dia. Também, Nascimento e colaboradores (2009)
observaram que as feridas tratadas com sulfadiazina de prata apresentaram maior
producdo de fibroblastos e melhor angiogénese.

Em relacdo a avaliagdo de formacgdo da epiderme, por meio da imuno-
histoquimica, observou-se predominio das categorias leve e moderada quanto a

densidade de proliferacéo epitelial. Os grupos propolis, acidos graxos essenciais, sem
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tratamento e solucdo fisiologica 0,9% apresentaram o nivel intenso em algumas
amostras. Em contrapartida, o grupo caléndula apresentou, predominantemente, nivel
leve. Esse dado pode ser explicado pelo fato das lesdes se encontrarem em fases
diferentes do processo de cicatrizacdo. O anticorpo Ki-67 reage com antigenos presentes
no nucleo das células da camada basal do epitélio, a qual tem capacidade proliferativa, e
origina os queratindcitos que migram constituindo as outras camadas epidérmicas.
Assim, a expressdo do marcador Ki-67, tipico de epitélio em hiperproliferacao,
demonstra que as amostras obtidas estavam sofrendo o processo de cicatrizacéo, ou seja,
em fase de proliferagéo celular (GIANOTTI, 2011; GARCEZ, 2012; LOSS, 2013). As
amostras cujas feridas ja se encontravam na fase de remodelacdo, foram menos
marcadas pelo anticorpo Ki-67. Isso porque, na fase de maturacdo, ndo ocorre mais
proliferacdo celular intensa de fibroblastos e queratindcitos para o reparo do tecido
conjuntivo e do epitélio, processos esses inerentes a fase de proliferacdo (SEPHEL &
WOODWARD, 2006).

Pode-se definir cicatriz como sendo o resultado da reparacao tecidual que ocorre
ap6s um ferimento. Esse processo fisiologico comeca apds a lesdo e tem como
finalidade a formacdo de um novo tecido. O processo cicatricial pode resultar em
cicatrizes inestéticas ou funcionalmente limitantes, repercutindo emocionalmente nos
pacientes (PEREIRA, 2003). Em se tratando de animais, embora esses ndo sofram
diretamente o impacto emocional de uma cicatriz esteticamente inaceitavel, os seus
proprietarios, com frequéncia, atribuem importancia consideravel ao tamanho e a forma
das cicatrizes, bem como ao tempo necessario para se completar a cicatrizacdo de
ferimentos cutaneos por segunda intencao.

A andlise macroscopica das lesdes evidenciou um resultado clinicamente
relevante quanto ao aparecimento da cicatriz, mais precocemente nos grupos que
receberam as pomadas compostas por propolis, caléndula ou apenas vaselina solida.
Embora os grupos tratados com &cidos graxos essenciais, sulfadiazina de prata ou
somente limpeza com solucdo cloreto de sodio 0,9% ndo terem apresentado um
resultado final semelhante aos grupos anteriormente citados, ainda assim demonstraram
um aspecto clinico mais aceitavel esteticamente em relacdo ao grupo que nédo recebeu
qualquer tratamento apés a inducdo das feridas. Deve-se a isso, o0 fato da aplicagdo das
pomadas e a limpeza com solugdo cloreto de sddio 0,9% proporcionarem ao leito das
lesbes um ambiente Umido, o qual favoreceu e acelerou o processo de reepitelizacdo e

consequentemente de cicatrizacdo, concordando com Hedlund (2005).
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Com esses resultados, foi possivel inferir que a utilizacdo de agentes tdpicos nas
lesGes causadas por criocirurgia minimizam a disfungéo estética relevante mencionada
por Marciani & Trodahl (1975). Mesmo assim, como complicagdes e efeitos adversos
do procedimento criocirargico, foi observado, nesse estudo, a cicatrizagdo lenta e a
presenca de cicatrizes extensas conforme descrito por Marciani & Trodahl (1975).
Dawber (2002), Kuflik (2004) e Pimentel (2011) também relataram cicatrizes atroficas
apos a criocirurgia, do ponto de vista morfolégico e funcional.

E importante ressaltar a dificuldade de comparacio entre os dados obtidos na
literatura e os resultados desse experimento, uma vez que nenhum dos artigos
analisados obteve exatamente as mesmas condi¢cdes experimentais. Existe uma grande
discrepancia entre os estudos, pois ndo ha ainda trabalhos com cicatrizacdo de lesdes
resultantes de procedimentos criocirurgicos e a influéncia de agentes tdpicos que
poderiam ser utilizados em tais feridas provocadas por congelamento.
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7 CONCLUSOES

Nas condi¢Bes em que foi realizado o experimento e com base nos resultados
obtidos é possivel concluir que:

1) O grupo propolis apresenta a maior taxa de contracdo media das feridas,
demonstrando diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo sem tratamento nas
avaliacbes a partir do 6° dia pos-cirdrgico. O grupo que ndo recebeu tratamento
adicional obteve as menores taxas de contracdo meédia das feridas, demorando um
tempo superior aos demais para concluir a cicatrizacao;

2) Nao se observa diferencas estatisticas significativas entre 0s grupos pesquisados
quanto a proliferacdo epitelial, neovascularizacdo e deposicdo de colageno, nas
avaliacdes histopatologicas e imuno-histoquimicas aos 28 dias de pds-operatorio;

3) A terapia com sulfadiazina de prata, propolis, acidos graxos essenciais e caléndula,
ou, apenas, com o veiculo vaselina sélida ou, ainda, com a limpeza com solucdo cloreto
de sodio 0,9% proporciona uma relevante evolugdo clinica das feridas frente a ndo
intervencdo no processo cicatricial, podendo ser constatada durante as avaliacOes
macroscopicas e nas imagens fotograficas, especialmente no 28° dia ap6s o
procedimento criocirdrgico.

Ademais, pode-se afirmar que o grupo prépolis expressa uma melhora
estatisticamente significativa quanto ao tempo de cicatrizacdo de feridas cutaneas
provocadas por congelamento com nitrogénio liquido, comprovando a eficiéncia do
tratamento.

Sugere-se a necessidade de novos estudos com cicatrizacdo de lesdes causadas
pela criocirurgia, no que diz respeito as ferramentas que podem ser usadas com o intuito
de acelerar esse processo e melhorar a qualidade das cicatrizes. Ainda, propdem-se a
realizacdo de bidpsias e analises histopatologicas em periodos de tempo anteriores aos
realizados nesse estudo, com a finalidade de detectar e compreender diferengas em
todas as fases do processo de reparo de feridas causadas pelo nitrogénio liquido
(queimaduras frias), desde a promocdo da crionecrose até sua queda e formagdo da

cicatriz.
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APENCICE A - Terapia topica na cicatrizacio de lesdes cutaneas provocadas por
congelamento com nitrogénio liquido em ratos Wistar. Valente, F. S. (2014)

FICHA CONTROLE CIRURGICO

Animal: Peso: g
Data da inducdo da ferida (CRIOCIRURGIA): / /
Grupo: () VASELINA (V) ( ) CALENDULA (C) ( ) PROPOLIS (P)

() SULFADIAZINA DE PRATA (S) ( ) ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS (A)

Protocolo anestésico: () Isoflurano () Outro Qual?

Tempo anestésico: Inicio: Fim: Total:
Tempo de congelamento — JATO CONTINUO:
Tempo de congelamento — JATOS INTERMITENTES:

Tempo de descongelamento:

Tempo cirargico: Inicio: Fim: Total:

Intercorréncia(s)? Qual(is)?

FERIDA DIREITA:

Extensédo da Ferida: Cranio-caudal mm Latero-lateral mm

FERIDA ESQUERDA:
Extensdo da Ferida: Créanio-caudal mm Latero-lateral mm
Tratamento: () LIMPEZA COM NacCl 0,9%

( ) NENHUM TRATAMENTO

NUmero do Registro Fotogréfico:

Observacoes:
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APENCICE B - Terapia topica na cicatrizacdo de lesdes cutineas provocadas por
congelamento com nitrogénio liquido em ratos Wistar. Valente, F. S. (2014)

FICHA AVALIACAO MACROSCOPICA DAS FERIDAS

Animal:
Grupo: () VASELINA (V) ( )CALENDULA © ( )PROPOLIS (P)
( ) SULFADIAZINA DE PRATA (S) () ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS (A)

FERIDA DIREITA:
Extensdo: Créanio-caudal mm Latero-lateral mm

1. Crosta (crionecrose): ( )Nd ( )Sim ( )Poucoaderida ( ) Muito aderida
2. Tecidode Granulagéo: ( )Ndo ( )Sim+ ( )Sim++ ( )Sim+++
3. ( )Eritema ( )Edema ( )Prurido ( ) Secregdo/Exudato ( ) Sangramento

A) Localizacdo na lesdo: () Margens ( ) Central ( ) Generalizado

B) Localizado ao redor da lesdo ()

C) Grau: ( )Ausente ( )Pouco ( )Moderado ( )Acentuado
4. Dor local/Escore: () Ausente ( )Pouco ( ) Moderado () Acentuado

5. Observacoes:

FERIDA ESQUERDA:
Extensdo: Crénio-caudal mm Latero-lateral mm

1. Crosta (crionecrose): ( ) Nao ( )Sim () Poucoaderida ( ) Muito aderida
2. Tecidode Granulagéo: ( )Ndo ( )Sim+ ( )Sim++ () Sim+++
3. ( )Eritema ( )Edema ( )Prurido ( ) Secrecdo/Exudato ( ) Sangramento

A) Localizacdo na lesdo: () Margens () Central () Generalizado

B) Localizado ao redor daleséo ()

C) Grau: ( )Ausente ( )Pouco ( )Moderado ( )Acentuado
4. Dor local/Escore: () Ausente ( )Pouco ( ) Moderado () Acentuado

5. Observacoes:

Data: Examinadora:

Legenda: (0) Ausente (+) Pouco (++) Moderado (+++) Acentuado
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APENCICE C - Terapia topica na cicatrizacdo de lesdes cutineas provocadas por
congelamento com nitrogénio liquido em ratos Wistar. Valente, F. S. (2014)

FICHA CONTROLE BIOPSIA

Animal: Peso: g

Data da inducédo da ferida (CRIOCIRURGIA): / /

Data da biopsia: / /

Grupo: () VASELINA (V) ( ) CALENDULA (C) ( )PROPOLIS (P)

() SULFADIAZINA DE PRATA (S) ( ) ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS (A)

Extensdo da Ferida DIREITA:

Cranio-caudal mm Latero-lateral mm

Extensédo da Ferida ESQUERDA:

Créanio-caudal mm Latero-lateral mm

Numero do Registro Fotogréafico:

Destino do material:

Observacoes:
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ANEXO A - Terapia topica na cicatrizacdo de lesdes cutaneas provocadas por
congelamento com nitrogénio liquido em ratos Wistar. Valente, F. S. (2014)

HCPA - HOSPITAL DE CLiNICA§ DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/HCPA) analisou o projeto:

Projeto: 130376
Data da Verséo do Projeto:  02/09/2013

Pesquisadores:

ELIZABETH OBINO CIRNE LIMA
EMERSON ANTONIO CONTESINI
TUANE NERISSA ALVES GARCEZ
FERNANDA SOLDATELL! VALENTE

Titulo: TERAPIA TOPICA NA CICATRIZAGAO DE LESOES CUTANEAS PROVOCADAS
POR CONGELAMENTO COM NITROGENIO LiQUIDO EM RATOS WISTAR

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodolégicos de acordo com as Diretrizes e
Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08/10/2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais.

- Os membros da CEUA/HCPA néo participaram do processo de avaliagéo de projetos onde constam
como pesquisadores.

- Toda e qualquer alteragéo do Projeto devera ser comunicada @ CEUA/HCPA.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatério final ao
CEUA/HCPA.

f

PortolAlegre, 10 de outubro de 2013.

r. AlesSandr dt
Coordenador CEUA/HCPA
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ANEXO B - Terapia topica na cicatrizacdo de lesdes cutaneas provocadas por
congelamento com nitrogénio liquido em ratos Wistar. Valente, F. S. (2014)

PROTOCOLO DE COLORACAO
HEMATOXILINA-EOSINA (HE)

Solug@io A: HEMATOXILINA DE HARRIS

HEMBIORIINR,: s smmmmms oo i e o (i e T AR A S T R A Ty 0,5g
ATCOOT BDSOIULO ..cvorvevereerrseeaeiseseseiseeasssessse s sessess s ees st ees e sss s sb e s s srcane 5 ml
Alirtien dé POTASSIO Ol SINOMNIO: suseussmsrsorssvssisnsssmmimmmsmes s isss s 5 SEs TSR s 10g
Oxido vermelho de MErCHTio ..........cov.ovrveereeeeeee e 025¢g
AGUA AESTIAAA «.......ooeoeeeeereeeiees e s s s eens 100 ml

Preparo: Dissolver a hematoxilina no alcool, e o alimen a quente na dgua. Misturar as
duas solugdes. Levar a mistura a ebuli¢do o mais breve possivel; depois de remover do
fogo, juntar o O6xido vermelho de merciirio. Aquecer novamente a solucéo até ficar
vermelha escura durante 1 minuto; em seguida, remover do fogo o recipiente e deixa-lo
esfriar rapidamente em agua fria ou na geladeira. A solugio depois de esfriada estd
pronta para uso.

Soluciio B: EOSINA

Eosina Y (amarela hidrossoltivel) ..o e 0,5¢g
AUA AESHIAAA ....ocvvverveeciesiee ettt b st s st a s 10 ml
ALCO0I 8 95% w.ceuvivevrmrerreerissevesmsesessiseesas st ssssse s ssssss s s sss e st seees 90 ml
ACidO ACEHEO (OPLALIVO) .verververreeereeiseeeeiseeeeeecaeseesaesa e s s st ss s iees e saeseesaenaeeae 1 gota

Preparo: Dissolver a eosina Y em agua destilada e depois juntar o alcool a 95%. A
adigdo do acido acético aumenta a intensidade da coloragfio, mas diminui a durabilidade
do corante.

Solugéo C: DIFERENCIADOR

ALCOOT B 95% weveveeeeeeeeeeeeeeeeeereseeeeesesssesesseasesesasesssensssesssasesessesssssesensssasassesenssensaeeasaes 100 ml

r

ACIAO CIOTTATICO oottt citeet ettt bttt sttt esba e e s e e ssaessbessneeseeerens 5 gotas

TECNICA:

. Desparafinizar, alcoolizar e hidratar;

. Hematoxilina durante 10 minutos;

. Lavar em agua corrente até azulecer os cortes;
. Diferenciar rapidamente em alcool-acido;

. Lavar em agua corrente, por 5 a 10 minutos;

. Lavar rapidamente em alcool a 95%;

. Eosina durante 1 a 2 minutos;

. Diferenciar em alcool a 95%;

. Desidratar, diafanizar ¢ montar,

D00 -1 N B W)

Fixagdo: Formol, Bouin, Duboscq-Brasil, Helly
Cortes: parafina ou congelacio
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ANEXO C - Terapia topica na cicatrizacdo de lesBes cutaneas provocadas por
congelamento com nitrogénio liquido em ratos Wistar. Valente, F. S. (2014)

PROTOCOLO DE COLORACAOQO

TRICOMICO DE MASSON (TM)

HEMATOXILINA DE WEIGERT

Solucdo A Solucéo B

HematoxXilina ..........cecucencinees lg Cloreto Férrico 30% ................ 4 ml

A T To1 LY E S —— 100 ml Acido Cloridrico .........ccouuuun. 1 ml
Aguadestilada icunnmuns 100 ml

Solugdo de trabalho: Juntar na hora do uso partes iguais da solucdo A e B.

CLORETO FERRICO 30% " ACIDO ACETICO 1%

Cloreto FErrico ........cccvvevenenaces 30g Acido acético glacial ................ 1 ml

Agua destilada ........cccoonnennen. 100 ml Agua destilada ...................... 100 ml

PONCEAU XILIDINE 1% FUCSINA ACIDA 1%

Poncean Xilidine ..o lg Fueing 8ol «womissanpomsmss lg

ACTAO BOBIICO wxsussissiinsssssomssssss 1 ml Acido acético .......oowrvurrrrenn. 1 ml

Agua destilada ............covnne..n. 100 ml Agua destilada ..............oo...... 99 ml

Solugdo de trabalho: PONCEAU XILIDINE 1% ccceveirieiiceieninieiecienescerecneees I ml

FUCSINA ACIDA 1% eoourvevrrreesneeessseessnesessnssessnsenns 2 ml

(Nao reaproveitar essa solugdo.)

ACIDO FOSFOMOLIBDICO 1%

Acido FoSFOMOIBAICO .....vverssrsenssssessssssnsens lg

AG0A TOSUIAAD +.omenesnmrimnsssssssessssssinsinsspnsssnnss 100 ml

LIGHT GREEN 2% (estoque) LIGHT GREEN 20% (uso)

|30 60 — 2 Light Green 2% (estoque) ...... 20 ml

Acido aCELICO .uvrrvnrrrrerennnn. 1 ml Agua destilada.................... 100 ml

Agua destilada..................... 99 ml

TECNICA:

1. Desparafinizar e hidratar;

2. Hematoxilina de Weigert (férrico), durante 5 minutos;

3. Lavar em agua corrente, durante 5 minutos;

4. Ponceau Xilidine 1% + Fucsina acida, durante 5 minutos;

5. Lavar em 4gua destilada;

6. Acido Fosfomolibdico 1%, durante 5 minutos;

7. Lavar em agua destilada;

8. Light Green (solugéo uso —20%), durante 15 minutos;

9. Lavar em agua destilada;
10. Acido acético 1%, durante 1 minuto;
11. Desidratar, clarificar e montar a [dmina.
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ANEXO D - Terapia topica na cicatrizacdo de lesdes cutaneas provocadas por
congelamento com nitrogénio liquido em ratos Wistar. Valente, F. S. (2014)

PROTOCOLO DE COLORACAQ
AZUL DE TOLUIDINA (AT)

1. A A6 TORMAMIA v s s s e T v R S SR s lg
2. AGUA AESHIAAA ...ttt 100 ml
TECNICA:

1. Desparafinizar e hidratar em agua destilada;

N

. Colocar na solugdo Azul de Toluidina a 1% (durante 2 minutos);
3. Lavar em agua destilada;
4. Cobrir com laminula;

5. Examinar o corte logo apds a preparagao.



107

ANEXO E - Terapia topica na cicatrizacdo de lesbes cutaneas provocadas por

congelamento com nitrogénio liquido em ratos Wistar. Valente, F. S. (2014)

PROTOCOLO TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Fixacio

Fixadores: substancias quimicas que mantém a integridade do tecido apds a morte, sem
alteracao da estrutura celular, na unidade de Patologia Experimental (UPE) € utilizado o
formol 10 % tamponado preparado da seguinte forma:

900 ml de 4gua destilada;
100 ml de formalina 37%;
1 frasco de tampao PBS;

Em um frasco de vidro ou de pléastico que comporte 20x do volume da amostra que nao
pode ser de espessura maior que Smm.
O tempo de fixagdo € em média de 24h a 72h.

Descalcificacio

Para que possa examinar o tecido 6sseo ou tecido com érea calcificada, este deve ser
descalcificado, neste caso € utilizado na unidade de Patologia Experimental (UPE) o
acido nitrico 10% preparado da seguinte forma:

900 ml de 4gua destilada;
100 ml de 4cido nitrico;

Trocamos diariamente até obter o resultado desejado.
Processamento

Desidratagdo: processo de retirada da dgua do interior do tecido utilizando uma série
gradativa de 8 alcodis etilicos. ‘

Uma rapida lavada em agua 1° e 2° (50%), 3° e 4° (70%), 5° e 6° (80%), 7° (90%) e 8°
absoluto.

Sendo uma hora em cada.

Diafanizacio

Entre a desidratacdo e a impregnagao € necessario diafanizar a parafina, pois dlcool e
parafina ndo sio misciveis, o qual usamos o xilol em uma sequéncia de 2.

Im"g' regnacio em parafina

E utilizada duas parafinas a 65°C por uma hora cada, para que a peca possa passar para
a inclusao em parafina.

O fragmento (pega) serd retirado da capsula e colocado em forma com parafina 65°C,
seguindo a devida orientagio de posigao, considerando a 4rea que serd analisada na
lamina, identificando o bloco de parafina com a numeracao previamente realizada e
colocada dentro da cépsula respectiva. '
Desenformar apés o resfriamento.
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Microtomia

Os cortes sdo realizados no micrétomo com a espessura € o angulo convenientes ao
tecido a ser trabalhado.

Lavagem de liminas para sinalizacio

Colocar em cestos;

Colocar em cesto com laminas em cuba com acetona;

Colocar em cestos com ldminas em cuba com organo-silano 10% por 1 min;
Colocar em cesto com ldminas em cuba com acetona;

Colocar em cesto com ldminas em cuba com acetona;

et al o ol o

Imuno Histoguimica

1. Médico Patologista solicita imuno em um formulério especifico (IHQ-MOD);
2. Técnica recolhe o material na sala de microscopia, leva até a drea técnica onde
se providencia blocos em parafina;

Corte de bloco de parafina

1. Realizar cortes.de 3 micras em um bloco pré-preparado em organo-silano;
2. Centralizar o selo com o fragmento na lamina;
3. Apés identificagio, colocar em um cesto para que seja desparafinizado;

Desparafinizacio e Hidratacdo

1. Colocar em estufa por 12 horas a 60°C ou por 40 minutos a 80°C;
2. Passar os cestos com as respectivas laminas em cubas com:

3. Xilol por 5 minutos;

4. Xilol por 5 minutos;

5. Alcool;

6. Alcool;

7. Alcool;

8. Alcool;

9. Agua destilada;

10. PBS, por 5 minutos;

Recuperacio Antigénica

Liminas em cuba frisada horizontal;

Incubagdo em tampao citratro pH 6 (0,02g de acido citrico em 1 L de dgua
destilada, usando hidréxido de sédio para ajustar o pH);

2 gotas de Tween;

Banho-Maria de 95°C, por 20 minutos;

Descansa por 10 minutos, com o Banho-Maria desligado;

Agua destilada por duas vezes;

Em PBS, por 5 minutos;

Nl

No L AW
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Bloqueio da Peroxidase Endogena

1. Lamina em imersao em cuba frisada, em sentido horizontal;

2. Fazer duas vezes 0 mesmo processo: deixar com perdxido de hidrogénio a 5%
em metanol por 10 minutos;

3. 2x 4gua destilada;

4. PBS, por 5 minutos;

Blogueio das reacdes inespecificas

1. Circular o corte das laminas com caneta Dakopen;
2. Protein Block REF DPB-125 por 10 minutos;
3. PBS por 5 minutos; '

Anticorpo Primario

1. Anticorpo especifico diluido em PBS;

2. Pingar o anticorpo primario no centro do circulo;

3. Camara por 1 hora e 30 minutos em temperatura ambiente ou overnight em
geladeira a 4°C;

Flash
1. Remocdo do anticorpo primério;

2. Lavar ldmina por 1dmina em 4gua corrente 1x;
3. PBS, por 5 minutos 3x;

Anticorpo Secundario

1. Pingar na limina o anticorpo secundério;
2. Incubar por 30 minutos em cimara escura;
3. PBS, 3x por 5 minutos;

Streptavidina (Ligar Ac 1° e Ac 2°)

1. Pingar na ldmina a streptavidina em cimara escura;
2. Incubar por 30 minutos;
3. PBS, 3x por 5 minutos;

Revelaciio

Kit Dab:
1. 1,5 mL do diluente com 1 gota de cromdégeno, pingar na lamina, se positivo
esperar, em média, por 1 minuto até obter um resultado em cor caramelo;
2. Agua destilada;
3. Lamina em cestos na cuba;

Contra coloracao:
Hematoxilina de Harris por 20 segundos (contra coloracio);
Agua corrente;

Agua amoniacal (amdnia 2% em 4gua destilada) para azular;
Agua corrente;

Alcool por 3 vezes;

Xilol por 3 vezes;

Montagem de laminas;

et a8 Sl o



