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RESUMO |

As feridas infectadas requerem um periodo de reparagao tissular prolongada,
estando sujeitas a maior incidéncia de complicagbes e tratamentos mais
intervencionistas e onerosos, o que muitas vezes afasta o paciente da terapéutica
e do convivio social. Estudou-se o uso da membrana anmidtica reidratada,
preservada em glicerina a 98% e solugédo de preservagado de cérnea, em 15
coelhos submetidos, previamente, a indugcdo de feridas colonizadas em seus
dorsos, avaliando-se histologicamente a cicatrizagdo em suas fases inflamatéria,
de granulagao, epitelizagdo e fibroplasia. Os animais foram divididos em trés
grupos para o estudo histologico aos sétimo, 14°, 21° e 28° dias apos a indugao
das feridas. O grupo A nao recebeu qualquer tratamento, ficando a ferida exposta
e seca. O grupo B recebeu tratamento exposto diario com colagenase e o grupo C
recebeu a membrana amnidtica uma Uunica vez, no sétimo dia, também
permanecendo exposta. Ocorreu redugao acentuada da fase inflamatéria no
grupo C ao 21¢ dia e na fase de granulagdo houve aumento desse processo no
14° dia. A epitelizacao se fez de modo semelhante nos trés grupos e a fibroplasia
com fibrose de células jovens foi mais acentuada no grupo C no 14° dia, quando
iniciou-se progressivamente a organizagao do colageno assim como nos animais
do grupo B (colagenase). Concluiu-se que a membrana amniética, comparada
com o curativo seco e com a colagenase, nao alterou significativamente as fases
de inflamacgao, epitelizagdo e de fibroplasia, mas aumentou a angiogénese até o
14¢ dia.

Palavras-chave: Membrana amnidtica. Granulagdo. Feridas. Cicatrizacdo de

feridas.



ABSTRACT I

Infected wounds require a longer tissue repair period, being subject to a greater
incidence of complications and more interventionist and onerous treatments, which
many times alienate the patient from the therapeutics and from social activities.
The use of rehydrated amniotic membrane, after its being preserved in glycerine
98% and cornea preserving solution, has been studied in 15 rabbits subjected
previously to the induction of wounds located on their backs, histologically
evaluating the scarring in its phases of inflammation, granulation, epithelialization
and fibroplasia. The animals were divided into 3 groups for histological study at the
7" 14" 215" and 28™ days after wound induction. Group A didn’t receive any
treatment, being exposed and dry. Group B was treated, exposed daily with
collagenase, and Group C received amniotic membrane only once, at the 7 day,
also remaining exposed. In the inflammation phase there occurred an accentuated
reduction of the response in Group C at the 21% day, and in the granulation phase
there was an increase of this process at the 14" day. Epithelialization occurred in
a similar mode in the 3 groups, and fibroplasia with fibrosis of young cells was
more accentuated in Group C at the 14™ day, when the organization of the
collagen began progressively as with the animals in Group B (collagenase). The
conclusion is that the amniotic membrane, compared with the dry curative and with
the collagenase, didn’'t significantly alter the phases of inflammation,

epithelialization, and fibroplasia, but it increased angiogenesis until the 14 day.

Key words: Amniotic membrane. Granulation. Wounds. Wound cicatrisation.
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1 INTRODUCAO I

A pele é o maior 6rgao do corpo e é formada por duas camadas fundidas, mas
distintas: a epiderme, histologicamente constituida das camadas basal,
espinhosa, granulosa, lucida e cornea, e a derme, na qual se encontram os vasos
sanguineos, linfaticos, foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas, pélos
e terminacdes nervosas, além de células como fibroblastos, mastdcitos,
monadcitos, macréfagos, plasmocitos e outras. Tem funcdo de barreira fisica
contra microorganismos e traumas, termorregulagdo, metabolismo de vitamina D

e um importante papel sensitivo'.

A ferida pode ser definida como uma descontinuidade recente ou antiga de
quaisquer partes moles do corpo, com ou sem prejuizo de suas fungdes basicas e
causada por fatores externos - como efeitos quimicos, térmicos, fisicos,
radioativos - e internos, devido a disturbios da fisiologia'?. Duas das varias
classificagdes didaticas sao: primeiro, em relagao a profundidade, em superficial
(quando restrita a epiderme), com perda parcial (envolvendo epiderme e parte da
derme) e perda total da continuidade do tecido (comprometendo epiderme, derme
completa e tela subcutanea, podendo atingir musculos, tenddes e 0ssos).
Segundo, de acordo com o tempo necessario para a reparacéo tissular, classifica-
se em agudas, que sdo aquelas causadas por cirurgias ou traumas e com
reparacdo em tempo adequado e sem complicagdes, ou crbnicas, nas quais o

reparo ocorre mais tardiamente, geralmente com complicagdes associadas?.
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Na tentativa de acelerar a cicatrizagao das feridas, desde a pré-histéria o homem
vem utilizando os mais diversos materiais para suas coberturas, como extratos de
vegetais, lama, mel'. Ainda hoje preconizam-se varios tratamentos com diferentes
tipos de curativos, como sulfadiazina de prata, alginato de calcio, carvao ativado,
hidrocoldide, hidrogel, colagenase, filme de poliuretano. Todas essas coberturas
buscam manter o ambiente propicio a reparacéao tissular, mas apresentam contra-
indicacdes. O filme de poliuretano nao deve ser utilizado em feridas infectadas ou
exsudativas; o hidrocoldide € contra-indicado em feridas infectadas, bem como o
hidrogel em feridas exsudativas; o carvao ativado e o alginato de calcio ndo sao
recomendados em feridas secas ou com crostas e a colagenase é pouco efetiva
em grandes areas necréticas'. Ndo existem evidéncias que mostrem um melhor
produto ou aquele que possa ser utilizado durante todo o processo de
cicatrizacdo, principalmente nas feridas em que outros fatores podem interferir no
processo cicatricial, tais como a dimenséo, profundidade, grau de contaminacgao,
de infeccdo, presenca de secrecdes, hematomas, necroses e corpo estranho

local™?.

O processo de cicatrizacdo € um evento complexo de reagdes e interagdes entre
células e mediadores bioquimicos, que visa a reparar a area lesada. Ha trés
formas de cicatrizagao: por primeira intengéo, por segunda intengéo e por terceira
intencdo’?. De modo geral, uma ferida infectada cicatriza-se por segunda
intencdo, em um processo mais demorado e suscetivel a complicacdes,
apresentando fechamento lento e insuficiente, principalmente se associada a
fatores locais (detritos e corpos estranhos, exposi¢cao de estruturas mais internas)

e co-morbidades clinicas (hipertensao, diabetes, hemofilia)’*>. Seu nimero tem
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crescido muito com o aumento da expectativa de vida das pessoas, levando a
significativo aumento no custo dos tratamentos. Segundo Mandelbaum, Santis e
Mandelbaum (2003)?, embora néo haja dados precisos sobre o assunto em nosso
meio, alguns trabalhos demonstram que feridas crbnicas infectadas ou nao
representam a segunda causa de afastamento do trabalho, além do impacto

negativo sobre o equilibrio psiquico, social e econdmico dos pacientes.

Apesar dos varios tipos de curativos e tecnologias que existem no mercado,
sempre ha a necessidade de novas pesquisas buscando desenvolver tecnologias

mais simples, baratas e igualmente eficientes.

De acordo com Fontenla et al. (2003)*, em 1890 lvanova publicou artigo sobre a
realizacdo de transplante de pele fetal em queimados e Davis, em 1910,
comunicou a intengao de injetar fragmentos de saco amnidético em feridas abertas.
Singh Rita et al. (2005)° relatam que, em 1913, Sabella utilizou a membrana
amnidtica no tratamento de ulceragdes e queimaduras e observou a auséncia de
infeccdo nas feridas limpas, reducdo da dor e aumento na velocidade de

reepitelizagao.

Segundo Schwan (2002),° seu uso em oftalmologia iniciou-se com De Rotth, em
1940, e em 1995 Kim e Tseng reintroduziram o uso de membrana amnidtica no
tratamento de lesdes oculares, especialidade na qual essa técnica € mais
pesquisada na atualidade. Existem trabalhos sobre sua aplicacdo em

queimaduras’®, Ulceras varicosas®, reconstrucdo de neovaginas'®, de bexiga
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urinaria'' , lesdes nervosas'?, feridas bucais'®, traumas de pele''®, controle de

aderéncias e cicatrizacdo de estruturas peritoneais’""°.

O estudo da aplicabilidade clinica da membrana amnidtica tem importancia
crescente por sua baixa antigenicidade, acdo antimicrobicida, capacidade de
diminuir o exsudato e aderéncias, aceleragcao da epitelizagcdo, redugcado da dor

local, agdo como substrato para o crescimento de tecidos, entre varias outras*'>.

Dados da literatura sugerem que a membrana amniotica apresenta propriedades
que favorecem a reestruturacao das porgdes danificadas da pele. Acredita-se que
ela poderia ser usada como curativo bioldgico, representando uma alternativa no
tratamento das feridas crénicas, podendo ter efeito benéfico sobre alguma das

fases do processo cicatricial: inflamagéao, granulagao, epitelizagao e fibroplasia.



23

‘ 2 OBJETIVOS |

Avaliar a eficacia da membrana amnio6tica como curativo biolégico na cicatrizagao
de feridas infectadas em coelhos, a partir da avaliagao histolégica das seguintes
fases:

a

Inflamagao;

o
T

Granulagao;

o
I

Epitelizacao;

o
1

Fibroplasia.
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‘ 3 MATERIAL E METODO |

3.1 Parecer ético

Este estudo foi aprovado em 15 de setembro de 2005 pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), protocolo n° 039/05, em reuniao de 14.09.2005 (ANEXO A). A principio,
a autorizagao foi para o estudo de feridas em animais diabéticos, o que nao foi
possivel devido a grande dificuldade em se induzir o diabetes nos animais com

Aloxano®. Optou-se, assim, por tratar feridas infectadas.

3.2 Material

3.2.1 Animais utilizados e cuidados dispensados

Foram utilizados 15 coelhos da ragca New Zeland, machos, adultos, peso médio
de 2.706 g (2.260 a 3.350 g), fornecidos pela Fazenda Veterinaria da UFMG,
Igarapé, MG.

Todos o0s animais passaram por um periodo de isolamento de 15 dias, sob

temperatura, umidade e ciclo de luz ambientes. No momento da admisséo no

Biotério da Faculdade de Medicina da UFMG, foram avaliados clinicamente,



25

pesados e distribuidos aleatoriamente em trés grupos e mantidos em gaiolas
individuais, recebendo agua e ragdo padrio (Nature Multivita® Socil Gyomarc'H) a

vontade, durante todo o periodo da experimentagao.

3.2.2 Delineamento experimental

e Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos de cinco
coelhos cada:

e Grupo A: ferida infectada tratada por método aberto, sem curativo
(seco).

e Grupo B: ferida infectada tratada por método aberto, com curativo
primario diario com colagenase.

e Grupo C: ferida infectada tratada por método aberto, com curativo

primario unico com membrana amniética.

3.3 Métodos

3.3.1 Fotografias

As fotografias foram registradas com uma maquina fotografica digital Sony 4.1 e

utilizou-se flash para todas elas, mesmo diante de luz natural. Foram tiradas a

uma distancia de 50 centimetros (objeto-maqgina), em angulos variados. Foram

colocadas no capitulo "método" e nao nos resultados ou discussao porque
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consideraram-se os achados histolégicos um padrdao normal para o processo
cicatricial, fazendo parte do método do estudo e, como resultados, o tempo e

quao intenso ocorreu 0 processo.

3.3.2 Inducgao das feridas

Os animais de todos os grupos foram submetidos a indugdo da ferida por

inoculagdo de Stafilococcus epidermidis (S.epidermidis) em feridas cirurgicas

feitas em seus dorsos.

Fez-se uma suspensdo de S. epidermidis a partir de cultura em agar sangue

obtido da ferida operatéria de um Uunico paciente, fornecida pelo Setor de
Microbiologia do Laboratério Central, Hospital das Clinicas (HC), UFMG. Dessa
unica placa, fez-se a raspagem de aproximadamente 15% das colbnias, que
foram ressuspendidas em 15 ml de solugdo salina a 0,9%. Dessa suspenséo,
retiraram-se quatro aliquotas de 1 ml, que foram diluidas em 9 ml de solucdo
salina a 0,9%. Duas dessas amostras foram utilizadas para quantificagédo do
numero de unidades formadoras de colénia (UFC) por ml e outras duas para

preparo do inéculo em gel para implante nas feridas dos animais.

A quantificacdo do numero de UFC/ml foi feita por colorimetria, utilizando-se um
colorimetro (Bio Merleux, Estados Unidos da América - USA/Franca) com leitura

em filtro de 525 mm e um padrdo de concentragdo de particulas conhecida
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(Método de MacFarland)?. A leitura forneceu concentracdo de 1,0 X 10° UFC/ml

de suspensao.

Para confeccéo do in6culo em gel sdlido, prepararam-se 100 ml de agar de soja
triptocaseinado (Triptcase soy Agar) — (TSA). aos quais se acrescentaram 10
gramas de talco. Esse meio TSA modificado foi autoclavado durante 20 minutos a
121°C e a 0,5 amosférico (atm) e, apdés a esterilizagdo, aguardou-se o
resfriamento até a temperatura de 45°, sendo retiradas cinco aliquotas de 9 ml,
que foram colocadas em cinco tubos de plasticos previamente esterilizados em
autoclave durante 20 minutos a temperatura de 121°C e pressdo de 0,5 atm. Em

cada um desses tubos acrescentou-se 1 ml da suspensdo de S.epidermidis,

contendo 1,0 X 10° UFC/ml, obtendo-se uma solucdo de &gar com 1,0 X 10°
UFC/ml. Essa solucao foi redistribuida em 20 minitubos estéreis com 1 cm de
didmetro, no volume de 1 ml em cada minitubo, fornecendo, apds seu
resfriamento, um indculo em gel sélido contendo aproximadamente 1,5 X 10°
UFC, com 1,5 cm? de area, facilmente retirado do minitubo apds aquecimento em

banho-maria a 40°C (FIG. 1 aeb).
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FIGURA 1 - a- Indéculo de S. epidermidis com 1,5 X 10° UFC no

interior dos minitubos; b- Retirada do in6culo antes do implante na

ferida.

O procedimento cirurgico para indugao das feridas foi realizado sob anestesia
geral com quetamina (100mg/kg) associada a xilazina (5mg/kg), aplicadas por via
intramuscular na coxa esquerda de cada animal e observando-se os cuidados

relativos ao jejum hidrico de duas horas e alimentar de oito horas?'.

Apds confirmacdo do nivel anestésico adequado, pela observagao do reflexo
coclear negativo, ataxia, reflexos voluntarios negativos?', fez-se o corte dos pélos
no dorso dos animais, em uma extensdo de 10 cm de largura por 10 cm de
comprimento, primeiramente com tesoura, seguida da depilagdo com lamina.
ApdOs a assepsia com povidine, iniciou-se incisdao de 1,5 cm no dorso, a 5 cm
abaixo das bordas internas das escapulas, indo em diregcédo a regido pélvica, com

dissecacao da pele e subcutaneo com 1 cm de didmetro circunferencial a partir da
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borda da incisdo em toda sua volta, e profundamente, com exposi¢ao do plano
musculo aponeurético. Implantou-se nessa loja o inéculo em gel sdélido de S.
epidermidis descrito anteriormente. A ferida foi fechada com pontos simples de

mononylon 5.0 (FIG. 2 a e b)

FIGURA 2 - a- Implantagdo do in6culo de S. epidermidis; b- Sutura

da pele do animal com mononylon 5.0.

No quinto dia apds a indugao das feridas, fez-se sua limpeza com povidine e
desbridamento cirurgico, com avaliagdo macroscoépica e registro fotografico (FIG.

3 a e b). No sétimo dia iniciou-se o tratamento em cada grupo.



30

FIGURA 3 - a- Desbridamento das feridas no quinto dia apds

implante do inéculo de S. epidermidis; b- Ferida desbridada exposta.

3.3.3 Tratamentos instituidos

3.3.3.1 Curativo seco ou grupo-controle A

Os animais do grupo A foram mantidos em suas gaiolas sem que suas lesdes
fossem limpas diariamente. Nos sétimo, 14¢, 21°¢ e 28° dias apds a indugao das
feridas, pela manha, elas foram observadas macroscopicamente, medidas,
fotografadas e a limpeza com solucéo salina a 0,9%, foi realizada apenas nos
dias das bidpsias. No quinto dia apds a indugdo das feridas, elas foram
desbridadas (FIG. 4 a e b) e no sétimo dia apds a retirada da amostra da leséao,
iniciou-se o tratamento exposto e seco, sem gazes, oclusdes ou qualquer

intervencao local e sem limpezas diarias.
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FIGURA 4 - Feridas nos animais do grupo A. a- no sétimo dia apés

inoculacdo do S.epidermidis. b- No 21¢ dia apds inoculagdo do_S.

epidermidis.

3.3.3.2 Curativo com desbridamento quimico ou grupo-controle B

Os animais do grupo B, mantidos em gaiolas, receberam aplicagao topica diaria
pela manha, de 1,2 Ul de colagenase clostridiopeptidase A e 0,24 Ul de suas
proteases por grama de pomada, sem limpeza prévia. Nos quinto, sétimo, 14¢, 21°
e 28° dias, as feridas foram observadas macroscopicamente, medidas,
fotografadas e a limpeza com solugao salina a 0,9%, foi realizada apenas nos
dias das bidpsias. No quinto dia apds indugao das feridas, elas foram desbridadas
e no sétimo dia apds a retirada da amostra da ferida iniciou-se o tratamento

exposto com colagenase, sem gazes ou oclusdes secundarias (FIG. 5 a e b).



32

FIGURA 5 - Feridas nos animais do grupo B.a- no sétimo dia apds

inoculacdo do S. epidermidis; b- No 21¢ dia apds inoculagdo do S.

epidermidis.

3.3.3.3 Curativo com membrana amniética ou grupo C

No grupo C, os animais tiveram suas feridas também observadas
macroscopicamente, medidas, fotografadas e desbridadas no quinto dia. No
sétimo dia apds a limpeza com solugdo salina a 0,9% e retirada para biopsia, foi
feito o curativo com membrana amniética. Nos 14°, 21° e 28° dias ap6s a indugao
das feridas e apds a assepsia com solugéo salina a 0,9%, foram retiradas para
bidpsias. Nao houve a troca da membrana amnidtica ou realizagdo de assepsias

diarias (FIG. 6 a e b).



33

FIGURA 6 - Feridas nos animais do grupo C. a- No sétimo dia apés

inoculacdo do S. epidermidis; b- No 21° dia apds inoculagdo do S.

epidermidis.

As membranas preservadas foram retiradas do refrigerador 30 minutos antes de

sua utilizagao e colocadas para reidratacdo durante 10 minutos.

Para essa reidratagao, o fragmento da membrana amnidtica fixado em papel de
nitrocelulose foi retirado da solugdo de preservagdo e colocado em cuba
esterilizada (FIG. 7 a e b). Em seguida, foi colocado dentro da cuba um volume de
solucdo salina a 0,9%, capaz de cobrir todo o papel, mantendo-se a membrana
nesta imersdao por 10 minutos, avaliando-se 0 sucesso da reidratacao pela
modificacdo da aparéncia do papel, de translucido para leitoso (Fig|. 8 a e b).
Depois, com o auxilio de uma lente de aumento frontal 6x, a membrana amnidtica
foi separada do papel e colocada sobre a ferida previamente limpa com solugéo

salina a 0,9%, com suas bordas ultrapassando cerca de 2 mm as bordas da
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ferida. A face estromal da membrana amnidtica foi colocada em contato com a
area cruenta da lesdo e a membrana amniética fixada a pele integra com pontos
separados de mononylon 5.0. Em seguida, com auxilio de gazes, a ferida foi seca
e retiradas pequenas bolhas de ar entre ela e a membrana amnidtica, para melhor

aderéncia entre as superficies (FIG. 9ae b; 10 ae b).

Nos dias seguintes, as feridas foram deixadas expostas sem gazes, oclusdes
secundarias ou qualquer intervengdo ou limpeza diaria local até as proximas

biépsias. Nao houve trocas das membranas em nenhum periodo do tratamento.

d

FIGURA 7 - a- Membrana amniética fixada ao papel de nitrocelulose
em solugcdo de preservagao; b- Membrana fixada em papel de

nitrocelulose retirada da solugéo de preservagéo.
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FIGURA 8 - a- Membrana amnidética fixada em papel de nitrocelulose
e submersa em solugédo salina a 0,9% por 10 minutos para

reidratacado; b- Membrana reidratada, pronta para utilizagao.

lJ

FIGURA 9 - a e b- Retirada da membrana amnidtica reidratada do

papel de nitrocelulose.
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FIGURA 10 - a- Implantagdo da membrana amnidtica na ferida de um
animal do grupo C, apds limpeza com solugdo salina a 0,9% e
secagem da area; b- Fixagdo da membrana amnidtica a ferida, com

mononylon 5.0.

3.3.4 Obtencao e preparo da membrana amnidtica

A membrana amnio6tica foi obtida de uma coelha adulta, com peso de 4.130 g,
durante procedimento de cesariana, apds prenhez a termo. Em condi¢des
estéreis, as nove crias foram retiradas e, de cada uma, obteve-se uma membrana
amniodtica, que foi isolada das demais membranas fetais com uma lente de

aumento frontal de 6x.

As membranas amniéticas foram lavadas em cuba esterilizadas contendo solugao
salina a 0,9%, em quantidade suficiente para encobri-las, com o objetivo de

removerem-se os coagulos (FIG. 11 a, b e c). Foi feita a troca da solugéo salina



37

em um total de oito vezes, até que ela se apresentasse limpa (FIG. 12 a). Em
seguida, as membranas amnioticas foram imersas em 745 ml de solugédo tampéo
estéril composta de fosfato monobasico de potassio (6,8 mg/ml), hidroxido de
sédio (1,39 mg/ml), benzilpenicilina (1000 Ul/ml) e anfotericina B (5 mcg/ml). As
membranas foram deixadas nessa solu¢gdo tamp&o por uma hora e, em seguida,
cada uma foi estendida sobre papel filtro de nitrocelulose (FIG. 12 b), com sua

face estromal voltada para o papel.

Novamente usou-se lente de aumento frontal 6x, pela dificuldade em se distinguir
a face estromal da epitelial, que é mais lisa e brilhante. O papel filtro de
nitrocelulose de cor branca, com 14 cm de didmetro e 0,45 micron por poro, foi
previamente recortado em dimensdes de 3 x 3 cm e esterilizado separadamente
em oOxido de etileno. Em seguida, as membranas foram imersas em frascos de
plasticos esterilizados, de boca larga, contendo 10 ml de glicerina a 98% mais 1,5
ml de meio para conservacdo de coérneas Ophthalmos®, como meio de
estocagem, e mantidas sob refrigeracao de 8° C até a data de sua utilizagao, que

ocorreu 36 dias apds 0 seu preparo e conservacao.
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FIGURA 11 - a- Membranas fetais aderidas as placentas, apos cesariana; b-
Placentas e membranas fetais colocadas em solugao salina a 0,9% para inicio
de separacao e limpeza; c- Separacdo das membranas fetais da placenta para

novas limpezas em solugao salina a 0,9%

FIGURA 12 - a- Membranas amniéticas parcialmente limpas e sem

serem estiradas; b - Membrana amnidtica limpa e estirada sobre o papel

de nitrocelulose.
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3.3.5 Obtencao de amostras das feridas

Foi feita observagcdo macroscopica das feridas nos quinto, sétimo, 14°, 21¢ e 28°
dias apo6s a indugao das mesmas para avaliagao de infecgdo e/ou secregao local,
sinais de isquemia, necrose, edema e eritema. As feridas foram medidas,

fotografadas e iniciou-se a coleta das amostras das feridas.

No sétimo dia apds a inducédo das feridas, os animais foram posicionados em
decubito ventral, anestesiados com quetamina (100 mg/kg) associado a xilazina
(5 mg/kg) por via intramuscular na coxa esquerda, apos jejum hidrico de duas
horas e alimentar de oito horas. Foi feita bidpsia incisional da ferida, por exciséo
em cunha no quadrante superior direito, interessando a area lesada e parte da
pele subjacente, apds limpeza com solugado salina a 0,9% no grupo A e antes da
aplicagao da colagenase no grupo B e da colocagdo da membrana amniotica no
grupo C. A area biopsiada foi suturada com pontos simples de mononylon 5.0 e
os fragmentos de tecido colocados em frascos com formol a 10%, identificados e

armazenados.

Nos 14°, 21° e 28° dias apdés a inducdo das feridas, foi feito o mesmo
procedimento descrito nos trés grupos, exceto pelo local de onde foram retirados
os fragmentos de tecido, que foram no 14¢ dia no quadrante inferior direito, no 21¢
dia no quadrante inferior esquerdo e no 28° dia no quadrante superior esquerdo.

Nos fragmentos de tecido retirados, foram avaliados: infiltrado inflamatorio,
angiogénese, fibroplasia, epitelizacao, reacdo gigantocelular a corpo estranho e

necrose tecidual.
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3.3.6 Avaliagao microscopica

Os fragmentos biopsiados nos sétimo, 14, 21° e 28° dias foram fixados em formol
a 10% e encaminhados para processamento constando de desidratagdo com
alcool, diafanizagdo em xilol e inclusdo em parafina. Os blocos foram cortados em
micrétomo com cortes de 4 a 6 micrdmetros de espessura e submetidos a
coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) e tricrbmico de Masson (para

visualizagédo do colageno).

As laminas foram examinadas por um observador que desconhecia a qual grupo
pertencia cada material sob analise. Foram avaliadas segundo os seguintes
parametros:
e Aspecto microscoépico da ferida (FIG. 13):
a. ulcerada;
b. recoberta com crosta (fibrina e exsudato purulento);
c. com sinais de reepitelizagdo (queratinécitos migrando para o
epitélio);
d. auséncia de tecido lesado.
e Aspecto microscopico da pele adjacente a ferida (FIG. 13):
a.normal;
b.com alteragdes reacionais (edema intercelular, fenémenos
degenerativos dos queratindcitos, nucleos hipercrémicos);

c. presenca de hiperplasia (proliferagao celular da camada basal).
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FIGURA 13 - Microscopia da pele de um dos animais no sétimo dia

apos a implantagao do inéculo de S.epidermidis. Amostra da ferida

obtida do quadrante superior direito, ulcerada, recoberta com crosta

e com edema.

Coloragdo HE e aumento de X100. Setas: preta: crosta; vermelha: Ulcera; verde:
edema.

e Angiogénese observada pela presenga do tecido de granulagao e
classificada como ausente, discreta, moderada ou acentuada. Esta
avaliacao foi subjetiva, baseada unicamente na experiéncia do
observador, que analisou a abundancia de brotos vasculares e
fibroblastos (FIG. 14, 15 e 16).

e Infiltrado inflamatorio, classificado como ausente, discreto, moderado
ou acentuado, de acordo com a mais ou menos numero de tipo de
células (FIG. 14, 15 e 16).

e Tipos de células no infiltrado inflamatdrio classificados como:

a.mononucleares (macrofagos, plamaocitos e linfocitos);
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b. polimorfonucleares (neutroéfilos);
c. misto (presenca de ambos os tipos de células).
e Reagao gigantocelular do tipo reagao a corpo estranho, caracterizada
por células com nucleo desorientado, as vezes até com corpo estranho

fagocitado. Essa reagédo foi classificada como ausente, discreta,

moderada ou acentuada (FIG. 15 e 18).

FIGURA 14 - Microscopia da pele no 14° dia apds a implantagao do

indculo de S.epidermidis. Animal A2, amostra da ferida obtida do

quadrante inferior direito, ulcerada, epitelizacdo e tecido de

granulagao discreto.

Coloragao HE e aumento de X40. Setas: amarela: infiltrado inflamatorio; preta:
epitelizacao; lilds: brotos vasculares: verde: edema.



FIGURA 15 - Microscopia da pele no 14° dia apds a implantagao do

indculo de S.epidermidis. Animal B2, amostra da ferida obtida do

quadrante inferior direito, com granulagao discreta e epitelizagao.

Coloragdo HE e aumento de X100. Setas: marrom: crosta; preta: epitelizacao;
amarela: infilirado inflamatério; azul: reagdo a corpo estranho, lilas: brotos
vasculares; verde: edema.

FIGURA 16 - Microscopia da pele no 14° dia apds a implantagao do

indculo de S.epidermidis. Animal C4, amostra da ferida obtida do

quadrante inferior direito, com tecido de granulagdo moderado.

Coloracdo HE e aumento de X40. Setas: marrom: crosta; lilas: brotos vasculares;
amarela: infiltrado inflamatério; preta: epitelizacdo pouco evidenciada; verde:
edema.

43
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e Necrose tecidual caracterizada por homogeneizagcdo do citoplasma,
células com nucleos picnéticos e cariorrexe, classificada como ausente,
discreta, moderada ou acentuada.

e Fibrose composta de fibras jovens, caracterizada pela presenca de
fibroblastos com nucleos maiores e sem colageno, classificadas como

ausente, discreta, moderada ou acentuada (FIG. 17, 18 e 19).

FIGURA 17 - Microscopia da pele no 21° dia apds a implantagao do

in6culo de S.epidermidis. Animal A5, amostra da ferida obtida do

quadrante inferior esquerdo, mostrando fibrose jovem discreta.

Coloragdo HE e aumento de X40. Setas: branca: mais fibroblastos e menos
colageno; e preta: epitelizagao.



FIGURA 18 - Microscopia da pele no 21¢ dia apds a implantagao do

indculo de S.epidermidis. Animal B3, amostra da ferida obtida do

quadrante inferior esquerdo, mostrando fibrose jovem discreta.

Coloragdo HE e aumento de X100. Setas: branca: mais fibroblastos e menos
colageno; preta: epitelizacdo. No detalhe, seta azul: reacdo a corpo estranho, com
aumento de X20.

FIGURA 19 - Microscopia da pele no 21¢ dia apds a implantagao do

indculo de S.epidermidis. Animal C5, amostra da ferida obtida do

quadrante inferior esquerdo, mostrando fibrose jovem discreta.

Coloragdo HE e aumento de X100. Setas: branca: mais fibroblastos e menos
colageno; preta: epitelizagao.
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e Fibrose composta de fibras antigas, caracterizada por maior numero

de fibras de colageno, classificada como ausente, discreta, moderada

ou acentuada (FIG. 20, 21 e 22).

FIGURA 20 - Microscopia da pele no 28° dia apds a implantagao do

indculo de S.epidermidis. Animal A2, amostra da ferida obtida do

quadrante superior esquerdo, mostrando mais fibras colagenas de
aspécto uniforme.

Coloragao HE e aumento de X40. Setas: preta: epitelizagao; branca: colageno.



FIGURA 21 - Microscopia da pele no 28° dia apds a implantagao do

indculo de S.epidermidis. Animal B1, amostra da ferida obtida do

quadrante superior esquerdo.

Coloragdo HE e aumento de X40. Setas: azul: reagdo a corpo estranho; preta:
epitelizacdo; branca: mais fibras de colageno.
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FIGURA 22 - Microscopia da pele no 28° dia apds a implantagao do

in6culo de S.epidermidis. Animal C1, amostra da ferida obtida do

quadrante superior esquerdo.

Coloragdo HE e aumento de X100. Setas: preta: epitelizagado; branca: mais fibras
de colageno em tecido conjuntivo.
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3.3.7 Destinagao dos animais ao término do estudo

Todos os animais, apds a retirada do fragmento de bidpsia no 28° dia, foram
mortos com quetamina (20 mg/kg) via intramuscular, associada a cloreto de
potassio 10% (40 mEq) via intravenosa, segundo os parametros de eutanasia

)??, recomendados pela Directate

citados por Oliveira, Alves e Rezende (2003
General (DG) XI da Comissdo das Comunidades Européias: rapidez +2
(velocidade com que se obtém a morte dos animais, classificada em +2; +1 e -1);
nivel de experiéncia 0 (exigéncia de conhecimentos técnicos e cientificos nos
niveis -3; -2; -1 e 0); eficacia +2 (éxito de resultados apds a aplicagao da técnica,
nos niveis +2; +1 e  -1); seguranga para o operador +1 (seguranga durante a
execugao classificada em +2; +1 e -1) e valorizagao estética +2 (aceitabilidade

para o operador e terceiros, nos niveis +2; +1 e -1).

3.4 Andlise estatistica

Os dados qualitativos foram comparados pelo Teste Exato de Fisher para as
amostras ndo paramétricas, avaliando-se os achados microscopicos em cada
periodo intergrupos e a evolugao do sétimo ao 28° dia em cada grupo. Para todas

as analises, o nivel de significancia considerado foi de 5% (p< 0,05)*>%*,
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‘ 4 RESULTADOS |

A avaliacdo microscopica seguiu um parametro de achados para os trés grupos,

nos dias sete, 14, 21 e 28, registrado nos APENDICES A, B.

Um animal do grupo C foi excluido do estudo por apresentar extensa area de
necrose na lesdo e em area circunjacente 24 horas apdés a colocagdo da

membrana amnidtica.

4.1 Infiltrado inflamatoério

O infiltrado inflamatério, no sétimo dia, foi classificado como moderado/acentuado
em quatro animais do grupo A, cinco do grupo B e quatro do grupo C, sem
diferencga significativa entre os grupos. No 14° dia, persistiu em um animal (20%)
do grupo A, em quatro (80%) do grupo B e em quatro (100%) no grupo C. Houve
reducao significativa desse infiltrado no 14° dia no grupo-controle (grupo A)
quando comparado aqueles tratados com colagenase (grupo B) ou membrana

amniotica (grupo C), com p<0,006 (TAB. 1).

No 21¢ dia, o infiltrado inflamatdrio estava presente em apenas um animal de cada

um dos grupos B e C (20 e 25%, respectivamente), estando ausente naqueles do
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grupo A (p= N.S.). No 28¢ dia foi visto em um animal dos grupos B e A (20 e 20%,

respectivamente), estando ausente no grupo C (p= N.S.).

Na evolugao do infiltrado inflamatério, observou-se redugéo significativa no grupo
A no 14° dia (p<0,006) e nos grupos B (p<0,01) e C (p<0,002) no 21° dia (GRAF.

1).

TABELA 1
Infiltrado inflamatério moderado ou acentuado em feridas colonizadas em coelhos:
A, sem tratamento (controle); B, tratados com colagenase (controle); e C, tratados

com membrana amniética (MA) aos sétimo, 14¢, 21¢ e 28° dias apds a indugéo

das feridas
DIAS
GRUPOS 7 14 21 28
n % n % n % n %
A (controle) 4 80 1% 20 0 0 1 20
B (colagenase) 5 100 4 80 1+ 20 1 20
C (MA) 4 100 4 100 1= 25 0 0

% p<0,006 + p<0,01 -p<0,002
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GRAFICO 1 - Evolucdo do infiltrado inflamatério moderado ou
acentuado em feridas colonizadas em coelhos: A, sem tratamento
(controle); B, tratados com colagenase e C, tratados com membrana
amniodtica aos sétimo, 14°, 21°, 28° dias apds indugéo das feridas.

% p<0,006  +p<0,01 -p<0,002

O infiltrado inflamatério misto, com células mononucleares e polimorfonucleares,
no sétimo dia, ocorreu em todos os animais dos grupos A (100%), B (100%) e C
(100%). No 14° dia (sete dias apds o inicio dos tratamentos), no grupo A, o
infiltrado foi misto em um animal (20%) e mononuclear em quatro (80%); e nos
grupos B e C foi ainda misto em todos os animais (100%). No 21¢ dia, o infiltrado
foi exclusivamente mononuclear em todos os animais do grupo A (100%), no
grupo B foi mononuclear em quatro animais (80%) e misto em um (20%) e no

grupo C em trés animais (75%) e misto em um (25%). No 28° dia, houve infiltrado
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mononuclear em 60% dos animais e misto em 20% no grupo A, mononuclear em

60%, misto em 40% no grupo B e mononuclear em 100% no grupo C.

4.2 Granulacéao

O tecido de granulacdo moderado/acentuado no sétimo dia ocorreu em trés (60%)
animais do grupo A, um (20%) do grupo B e nenhum do grupo C. No 14° dia,
verificou-se em um (20%) animal do grupo A, um (20%) animal do grupo B e
todos (100%) do grupo C. No 21¢ dia, ndo havia tecido de granulagdo em nenhum
animal dos trés grupos estudados e, no 28° dia, permaneceu ausente em todos os
animais dos grupos A e C, sendo observado em somente um animal (20%) do
grupo B (TAB. 2). Houve mais tecido de granulagdo no grupo membrana

amniética aos 14 dias (p<0,001) - (GRAF. 2).
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TABELA 2
Tecido de granulagdo moderado ou acentuado em feridas colonizadas em
coelhos: A, sem tratamento (controle); B, tratados com colagenase (controle) e C,

tratados com membrana amnidtica (MA) aos sétimo, 14°, 21° e 28 dias apos a

indugao das feridas

DIAS
GRUPOS 7 14 21 28

n % n % n % n %
A (controle) 3 60 1 20 0 0 0 0
B (colagenase) 1 20 1 20 0 1 20
C (MA) 0 0 4+ 100 0 0 0 0
» p<0,001

100% -
—&— controle

80% -

—— colagenase

60% \
membrana

40% A A
amniética

20% B— /.
N

0% d T L
7dias 14 dias 21dias 28 dias

GRAFICO 2 - Evolugdo do tecido de granulagdo moderado ou
acentuado em feridas colonizadas em coelhos: A, sem tratamento
(controle); B, tratados com colagenase e C, tratados com membrana
amnidtica aos sétimo, 14, 21¢ e 28° dias apds a indugao das feridas.

-p<0,001
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4.3 Epitelizacao

A analise histolégica mostrou que, no sétimo dia, as feridas tiveram evolugao
semelhante em todos os grupos, predominando fibrina e exsudato em 60% nos
animais dos grupos A e B e 80% no grupo C, com alteracbes reacionais
representadas por edema intercelular e fendmenos degenerativos dos

queratinécitos nos trés grupos, entretanto, sem sinais de reepitelizagao.

No 14¢ dia, houve sinais de reepitelizacdo em 80% (quatro) das feridas do grupo
A (p<0,01), 60% (trés) nas do grupo B e no grupo C ndo houve sinais de

reepitelizagao.

A proliferagdo da camada basal entre os grupos tratados com colagenase e
membrana amniética ndo apresentou diferenca significativa na comparagcéo com o
grupo-controle, no 14¢ dia. No 21¢ dia, 60% (trés), 100% (cinco) e 50% (dois),
respectivamente, nos grupos A, B e C (esse com p<0,08) apresentaram sinais de
reepitelizacao (grupo B com p<0,05) e a hiperplasia estava presente nos animais
dos grupos A e C, sem diferenga significativa. Aos 28 dias, houve sinais de
reepitelizagdo no grupo A em dois animais (40%), no grupo B em trés (60%) e no

grupo C em dois (50%).

A evolugao da reepitelizagdo das feridas, em um mesmo grupo, quando avaliada
a proliferacdo da camada basal nas varias etapas de observagcdo das
cicatrizagbes, mostrou diferenga significativa nos grupos-controle seco (p<0,01) e

colagenase (p<0,05), mas ndo no grupo membrana amnidtica (p<0,08). Quando
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avaliada a sua progressdo nos diferentes grupos, nao houve diferenca

significativa entre os trés (TAB. 3 e GRAF. 3) .

TABELA 3
Sinais de reepitelizacao em feridas colonizadas em coelhos: A, sem tratamento
(controle); B, tratados com colagenase (controle); e C, tratados com membrana

amnidtica (MA) aos sétimo, 142, 21° e 28° ° dias apds a inducéo das feridas

DIAS
GRUPOS 7 14 21 28
n % n % n % n %
A (controle) 0 0 4% 80 3 60 2 40
B (colagenase) 0 3 60 5 100+ 3 60
C (MA) 0 0 0 0 2 50 - 2 50
% p<0,05 +p<0,05 »p<0,08
100% -
*
80% -
—&— controle

60% -
40% \

20%

—— colagenase

membrana
amniética

0% E5
7dias 14 dias 21 dias 28 dias

GRAFICO 3 - Evolucdo dos sinais de reepitelizacdo em feridas
colonizadas em coelhos: A, sem tratamento (controle); B, tratadas com
colagenase; C, tratados com membrana amnidtica aos sétimo, 142, 21°

e 28° dias apods a inducgao das feridas.

%p<0,05 + p<0,05 -p<0,08
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4.4 Fibroplasia

A fibrose constituida de poucas fibras jovens de colageno e mais fibroblastos
ocorreu no sétimo dia de forma discreta em 40% (dois) dos animais dos grupos A
e B e 80% (quatro) nos do grupo C. No 14° dia, foi ainda discreta em 80% (quatro)
dos animais do grupo A, 60% (trés) daqueles do grupo B e ocorreu de forma
moderada em todos os animais do grupo C 100% (quatro). No 21¢ dia, observou-
se fibrose jovem discreta em 60% (trés) dos animais do grupo A, 40% (dois)
daqueles do grupo B e 50% (dois) do grupo C, persistindo a forma jovem da
fibrose no 28° dia, em 20% (um) dos animais do grupo A, 40% (dois) dos animais
do grupo B e 25% (um) daqueles do grupo C, observando-se, no grupo C,
presenca mais precoce e persistente da fibrose jovem (p<0,001) (TAB. 4 e GRAF.

4).

TABELA 4
Sinais de fibrose jovem em feridas colonizadas em coelhos: A, sem tratamento
(controle); B, tratados com colagenase; e C, tratados com membrana amnidtica

(MA) aos sétimo, 14°, 21° e 28° dias ap6s a inducéo das feridas

DIAS
GRUPOS 7 14 21 28
n % n % n % n %
A (controle) 2 40 4 80 3 60 1 20
B (colagenase) 4 80 3 60 2 40 2 40
C (MA) 4 80 4+ 100 2 50 1 25

-p<0,001
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GRAFICO 4 - Evolugdo da fibrose jovem em feridas colonizadas em
coelhos: A, sem tratamento (controle); B, tratados com colagenase; C,
tratados com membrana amniotica aos sétimo, 14°, 21°, e 28° dias

apos a indugao das feridas.

-p<0,001

Ja a fibrose organizada, com mais fibras de colageno e menos fibroblastos,
classificada como moderada ou acentuada, n&o foi observada no sétimo dia em
nenhum grupo estudado. No 14° dia, ocorreu em 60% (trés) dos animais do grupo
A, 100% (cinco) daqueles do grupo B e 75% (trés) no grupo C. No 21¢ dia, foi
encontrada em 60% (trés) dos animais do grupo A e 100% (cinco e quatro),
respectivamente, nos dos grupos B (p<0,006) e C. No 28¢ dia, verificou-se em
100% dos animais dos grupos A e C e 80% do grupo B (TAB. 5). A fibrose
organizada ocorreu mais tardiamente (100%), no 28° dia, nos animais do grupo A,
reduzindo-se a 80% no 28° dia nos animais do grupo B e persistindo em 100% do

21° ao 28° dias nos animais do grupo C (p<0,001) - (GRAF. 5).
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TABELA 5
Sinais de fibrose organizada em feridas colonizadas em coelhos: A, sem
tratamento (controle); B, tratados com colagenase (controle) e C, tratados com

membrana amnittica (MA) aos sétimo, 14°, 21° e 28° dias apos a indugao das

feridas
DIAS
GRUPOS 7 14 21 28
n % n % n % n %
A (controle) 0 3 60 3 60 5 100
B (colagenase) 0 5 100+ 5 100 4 80
C (MA) 0 3 75 4« 100 4 100
+ p<0,006 -p<0,001
100% ) a
+ .
80%
—&— controle
60% -
—i— colagenase
40% -
membrana
20% amnidtica
0% Ef
7dias 14 dias 21 dias 28 dias

GRAFICO 5 - Evolugdo da fibrose organizada em feridas colonizadas
em coelhos: A, sem tratamento (controle); B, tratados com colagenase;
C, tratados com membrana amnidtica aos sétimo, 14¢, 21°, e 28° dias

apos a inducao das feridas.

+p<0,006 -p<0,001
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4.5 Outras alteracdes

A necrose tecidual de padrao moderado e acentuado ocorreu, no sétimo dia, em
80% dos animais do grupo A, 40% daqueles do grupo B e 20% no grupo C. No
14° dia, somente foi observada em 25% dos animais do grupo C e n&o observada
necrose nos 21°¢ e 28¢ dias de nenhum dos animais dos grupos estudados. A
reducdo da necrose foi significativa nos grupos A e B no 14° dia (p<0,001 e

p<0,01, respectivamente) e no grupo C no 21 dia (p<0,007) - (GRAF. 6).

100% -
80% —&— controle

60% -
—— colagenase

40%
membrana
20% - amnidtica
\ *+ .
0% T )

7dias 14 dias 21dias 28dias

GRAFICO 6 - Evolugdo da necrose tecidual moderada e acentuada,
em feridas colonizadas em coelhos: A, sem tratamento (controle); B,
tratados com colagenase; C, tratados com membrana amniotica aos
sétimo, 14°, 21, e 28° dias apos a indugao das feridas.

%*p<0,001 +p<0,01 -p<0,007
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A reacgao gigantocelular a corpo estranho, moderada e acentuada, ocorreu no
sétimo dia em 20% dos animais do grupo B e nao foi constatada nos grupos A e
C. No 14° dia, essa reagao verificou-se em 60% dos animais do grupo A, 80% do
grupo B e 25% do grupo C. No 21¢ dia, estava presente em 40% dos animais do
grupo A, 100% do grupo B e 25% do grupo C. No 28 dia, a reagao foi detectada
em 60% no grupo A, 40% no grupo B e 0% no grupo C. No grupo B, observou-se

aumento significativo da reagdo gigantocelular no 21° dia (p<0,03) - (GRAF. 7).

GRAFICO 7 - Evolugdo da reagéo gigantocelular a corpo estranho,
moderada a acentuada, em feridas colonizadas em coelhos: A, sem
tratamento (controle); B, tratados com colagenase; C, tratados com
membrana amnidtica aos sétimo, 14°, 21°, e 28° dias apds a indugao
das feridas.

+p<0,03
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5 DISCUSSAO

Qualquer perda de continuidade das partes moles, com ou sem
comprometimento das fungbes locais, seja recente ou ndo, com cicatrizagao
imediata ou crénica, € uma ferida e o corpo inicia sua reparacado imediatamente
apos o dano'?. Este estudo se propds a testar uma solucdo capaz de afetar
positivamente a angiogénese, fibroplasia e reepitelizacdo, sem prolongar a fase
inflamatoria nem gerar alteragcdes deletérias, como presenca persistente de tecido
necrotico e estimulo a reacéo tipo corpo estranho, avaliando métodos capazes de

acelerar a cicatrizagao das feridas, principalmente das feridas crénicas.

A opcao em se usar como controle do processo cicatricial a exposi¢ao das feridas
(grupo A) foi para ter-se um grupo sem qualquer interferéncia medicamentosa. No
grupo B, a escolha da colagenase, entre os varios tipos de curativos presentes no
mercado, teve como objetivo contar com um segundo grupo-controle, com uso de
medicacdo de amplo uso, facil acesso e preco mais acessivel. O coelho foi o
modelo experimental mais conveniente, devido ao seu tamanho e facil

disponibilidade.

A membrana amnidtica ou amnion recobre a placenta em sua face fetal. Sua
estrutura histoldgica varia desde a concepcédo até o momento do parto, sendo
resistente, lisa, brilhante, flexivel e delgada. E formada por trés camadas, sendo a

mais interna uma monocamada de células epiteliais cubdides (ndo adesiva, rica
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em citoquinas imunomoduladoras, fatores de crescimento epitelial). A primeira se
une mediante hemidesmossomos a segunda, chamada camada basal, espessa e
resistente, formada basicamente de colageno tipo IV e laminina. Aderida a
segunda camada, a terceira é constituida de uma fina camada de tecido conectivo
subjacente, a matriz estromal, que é totalmente avascular, muito rica em colageno
VI, mucopolisacarideos e alguns fibroblastos. Esta membrana origina-se
precocemente do embrido a partir do epiblasto (ectoderma fetal) e encontra-se
aderida ao cdérion, mas ambos podem ser separados facilmente com a disseccao

romba.

Comparada a outras estruturas do organismo, ha auséncia de musculo liso,
nervos, vasos linfaticos e sanguineos*®#?%27% A face em que a membrana
amnidtica é implantada sobre a lesao reflete sua capacidade como um curativo

bioldgico: se utilizada sua face epitelial, funciona como um suporte biolégico; e

quando usada sua parte estromal, funciona como um enxerto®*%°,

Os bons resultados obtidos com o uso da membrana amniética podem ser

explicados pelas suas caracteristicas inatas, como sua acéo antibacteriana®%>?’,

provavelmente por conter elementos como o interferon™?*% lisozina'*",

13,31

transferina’®, progesterona’*®!, imunoglobulina 7S e globulina B1c/B1a presentes

no liquido amniético’™ baixa antigenicidade devido a auséncia de alguns
antigenos de superficie nas células epiteliais amnidticas (antigenos de leucdcitos
humanos - HLAA, HLAB, HLAC e HLAD)*"3?>2627:32. nromocdo da epitelizacdo
11,26,27

mais rapida , pelo seu elevado numero de fatores de crescimento (fator de

crescimento epidérmico — EGF; fator queratindcito de crescimento - KGF; fator
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hepatdcito de crescimento — HGF; fator de crescimento fibroblastico; FGF; fator
transformador de crescimento - TGF-alpha, TGF-beta1l, TGF-beta2)*?® acao

antiinflamatoéria, por conter grande quantidade de substancias inibidoras dos

4,26,27,

mediadores da inflamagdo, como as proteases e redugao da formacgao de

cicatriz retratil, provavelmente por atuar como uma barreira mecéanica ante a

formacao de fibrose®'*%,

Outras provaveis acbdes sdo: aumento do indice de apoptoses das células

inflamatoérias®>?%; reducdo de apoptose das células epiteliais®’; reducdo do

13,26,27

exsudato local, por sua boa aderéncia a ferida , além da reducido do numero

3,17,18

de aderéncias entre as estruturas neurais e peritoneais Por estas

propriedades, € sugerida como substrato in vitro para cultura de varios tipos de

25,33,34

células , além de ter aparente efeito antidlgico, impedindo a exposi¢ao de

feixes nervosos® 3%,

Neste estudo, utilizou-se a membrana amnidtica com sua face estromal em
contato com a area cruenta da ferida, funcionando como um enxerto, embora em
nenhuma das fases da avaliagdo histolégica tenha sido observada
neovascularizacao entre a ferida e a membrana amniética, como ocorreria em um
enxerto de pele comum. A auséncia deste achado, embora n&o invalide a agao da
membrana como tal, também nao esclarece claramente sua agao, o que leva a

novas pesquisas.

Esta pesquisa empregou as membranas amniéticas mantidas sob refrigeragcéo de

8°C até a data de sua utilizacdo, que ocorreu 36 dias apds o0 seu preparo e
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conservagao. Ha consenso de que a criopreservagao mantém a maioria de suas

caracteristicas, algumas com poucas alteracdes®>*.

Observou-se na literatura unanimidade entre os autores na forma de isolamento
das membranas fetais (membrana amnidtica e corion), mas também grande
variabilidade @ de técnicas no preparo (quantidade e  diferentes

25,26,27,31

medicamentos) e preservagao da membrana amniotica (meio utilizado e

temperatura adequada)®%>26:27:31:35.36.37

, assim como no tempo de uso apds a sua
3 16,25,26,27 . -
obtencao e preparo (12 horas a 12 meses) . Muitos autores a utilizam logo

apos sua retirada, em um periodo de até duas horas ®'°.

Nao se evidenciou a membrana amniética a histologia, entretanto, ndo se pode
afirmar que ela foi eliminada, reabsorvida ou, ainda, removida pelo animal. A
literatura ndao apresenta informagdo conclusiva sobre o que ocorre com a
membrana amnidtica implantada. Alguns autores ndo a observaram a

macroscopia nem a microscopia depois do término do estudo®. Outros

7,12,27

descreveram sua perfeita integracdo ao tecido autéctone , alguns sua

o = 16 : = = 11,2527 . =
eliminacao ° outros sua dissolucdo ou reabsorcéo e ainda sua remocgao
mecanica” %",

Os presentes dados ndo mostraram que o uso da membrana amniética reduziu o
processo inflamatério, quando comparada ao uso da colagenase e ao curativo
seco. No grupo-controle (sem tratamento), a predominancia de células
mononucleares (macrégafos, linfécitos) do 14° ao 28° dias talvez tenha ocorrido

pela necessidade de fagocitose de tecido necrético e bactérias nessas feridas.
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Nao se observou diferenca significativa entre os grupos colagenase e membrana
amnio6tica no 14° dia, quando predominou infiltrado inflamatério misto em ambos e
no 21¢ ao 28° dia houve predominio dos mononucleares. Nao ha explicacao para
este fato, uma vez que ndo ocorreu diminuicdo do infiltrado inflamatério, como

2627 ‘mas é possivel que isso tenha se dado pelo fato de a

descrito na literatura
membrana poder ter sofrido reagédo de reabsor¢do, embora a histologia ndo tenha
sido possivel a verificacdo desse processo, uma vez que nao se pdde confirmar
qual era o material amorfo fagocitado presente no interior das células
gigantocelulares. Poder-se-ia questionar ndo uma diminuicdo do processo
inflamatorio em si, mas uma diminui¢gdo no tempo de resolu¢gdo do mesmo, ja que
no grupo C foi mais rapido, acentuando sua diminuicdo a partir do 21¢ dia,

mantendo-se discreto, enquanto nos grupos A e B o processo persistiu como

moderado além desse periodo.

Este estudo encontrou semelhancga entre os grupos A e B do 14° ao 28° dias, com
a predominéancia de tecido de granulagéo discreto ou ausente, diferentemente do
grupo C, que, no 14° dia, apresentou tecido de granulagdo moderado, néo
diferenciando dos grupos A e B na classificacdo discreto ou ausente nos 21 e 28°
dias. E sabido que um meio umido facilita a migracdo celular, a formacéo do
tecido de granulacédo e a epitelizagdo. Acredita-se que a membrana amnidtica,
diminuindo a perda do exsudato local, manteve o meio mais umido, justificando a

presenca moderada do tecido de granulagao numa fase inicial.

A colagenase, porém, mantendo a umidade local, também n&o deveria apresentar

semelhante quadro? Poder-se-ia supor que o aumento da umidade diante de
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colagenase aumentaria sua agao enzimatica, degradando o colageno nativo e
provocando a sua necrdlise. Mais esse fator promotor da cicatrizacdo,
concomitante a formagao do tecido de granulagao, poderia ser responsavel pela
formagao discreta desse tecido e sua pouca expresséo do 21° ao 28° dia no grupo

B.

Em relagédo ao tecido de granulagéo, autores como Del Campo e Gris®® e Martin
et al.?® descreveram como um dos mecanismos de acdo da membrana amniética
a reducdo da neovascularizagdo, com diminuicdo do tecido de granulagéo, o que
contradiz estudos como os de Rosato, Radak e Djulic (1992)° e Subrahmanyam
(1995)*, que citaram o aumento desse tecido estimulado por substancias da
membrana, ainda desconhecidas, que estimulariam a angiogénese, com
consequente diminuicdo do tempo de reparacao cicatricial e estimulacdo da

epitelizagao.

O tecido de granulagao e a epitelizagao estao intimamente interligados e nota-se
essa relagdo presente no grupo C, quando a reepitelizagéo inicia-se no 14° dia,
coincidindo com a diminuicdo da granulagédo. Entre os grupos A e B, os sinais de
reepitelizacao iniciaram-se no 14° dia com a proliferacdo das células da camada

basal, mesmo o tecido de granulagao estando diminuindo antes do 14° dia.

Neste estudo, na fase de fibroplasia, a fibrose constituida de células jovens
(fibroblastos sem colageno ou com poucas fibras) manteve-se ausente ou discreta
durante todo o estudo, nos grupos A e B. Acompanhando a presenga moderada

do tecido de granulagéo, esta fase foi moderada no 14° dia, caindo para discreta
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ou ausente nos 21¢ e 28¢ dias, no grupo C. A fibrose organizada com mais fibras
de colageno e menos fibroblastos foi observada igualmente em todos os grupos, a
partir do 14° dia, o que ndo sustenta uma das supostas caracteristicas da

membrana amnidtica, que seria a reducgdo da retracdo cicatricial®>?

, processo
diretamente relacionado a quantidade e organizagdo das fibras colagenas

presentes na cicatriz.

Macroscopicamente, ndo foi possivel observar-se o aspecto final da cicatriz, se
com menor ou maior didmetro nos diferentes grupos, uma vez que a retirada

progressiva das amostras das feridas n&o permitiu tal avaliagao.

Outras alteracdes, como a necrose tecidual, estiveram praticamente ausentes em
todos os grupos a partir do 21¢ dia, aparecendo como discreta no grupo C no 14°

dia.

Embora histologicamente nédo se tenha observado sinais da membrana amnidtica,
€ possivel que parte desse tecido necrético encontrado seja produto final da
degradacdo da mesma, sete dias apds sua colocagdo. Essa suposicdo é
reforcada pelo processo inflamatério de intensidade moderada, com células
predominantemente mononucleares e a auséncia ou presenca discreta de reacao
gigantocelular a corpo estranho no grupo C, provavelmente associado a

caracteristica de baixa antigenicidade da membrana amniética.

A auséncia de tecido necrético no grupo B implica a agdo enzimatica da

colagenase, assim como a reagao gigantocelular a corpo estranho verificada nos
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14°, 21° e 28° dias, com macréfagos englobando um tecido amorfo homogéneo,

indica que muito provavelmente a prépria colagenase induziu essa resposta.

A presente investigagdo mostrou, portanto, que a membrana amnidtica
aparentemente exerceu papel na neoformagao vascular em uma fase inicial da
cicatrizagdo, em feridas infectadas crénicas em coelhos. Novos estudos poder&o
avaliar a eficacia desse curativo biolégico em feridas com pouca vascularizagéo

ou em outros ambientes desfavoraveis a cicatrizagéo.
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6 CONCLUSOES

O uso da membrana amnidtica como curativo biolégico em feridas infectadas:
a) nao alterou significativamente a fase inflamatodria da cicatrizagao;
b) na fase de granulagdo, aumentou significativamente a angiogénese até o
14¢ dia;
c) nao afetou significativamente a epitelizacéo;
d) na fase de fibroplasia da cicatrizagdo, ndo afetou significativamente a

fibrose jovem ou a fibrose antiga.
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DIAS

14

21

28

Ferida cirurgica

Ulcerada

Com crosta

Snais de reepitelizacdo

Outros

Epiderme adjacente

Normal

Alteragdes reacionais

Hiperplasia

Tecido de granulagéo

Ausente

Discreto

Moderado

Acentuado

Infiltrado inflamatorio

Ausente

Discreto

Moderado

Acentuado

Reacéo inflamatéria

Mononucleares

Polimorfonucleares

Misto

Reagdo gigantocelular a corpo

estranho

Ausente

Discreta

Moderada

Acentuada

Necrose tecidual

Ausente

Discreta

Moderada

Acentuada

Fibrose jovem

Ausente

Discreta

Moderada

Acentuada

Fibrose antiga

Ausente

Discreta

Moderada

Acentuada
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Apéndice B - Numero de achados de parametros histolégicos das feridas

~
o

dias 14° 21° 28°

grupos

FC Ulc.

RC

SR

ou

EA Nor.

AR

Hip

TG AU

DIS

MOD

ACE

INI AU

DIS

MOD

ACE

REI MON

POL

MIS

RG AU

DIS

MOD

ACE

NEC | AUS

DIS

MOD

ACE

FJ AU

DIS

MOD

ACE

FA AUS
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ACE

FC= Ferida cirurgica ; EA= Epiderme adjacente; TG= Tecido de granulagcédo; NI= Infiltrado
inflamatério ; REI= Reacado inflamatdria; RG= Reacgéo gigantocelular a corpo estranho; NEC=
necrose tecidual; FJ= fibrose jovem; FA= fibrose antiga; Ic= ulcerada; RC= recoberta de crosta;
SR= sinais de reepitelizagdo; OU= outros ; Nor= normal; AR= alteragdes reacionais; HIP=
hiperplasia; AU= ausente; DIS= discreto; MOD= moderado; ACE= acentuado; MON=
mononucleares; POL= polimorfonucleares; MIS= misto.




