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Resumo

A sulfadiazina de prata (SDP) é umasulfonamida bacteriostatica insoltvel
em agua. Staphyloccus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
algumas cepas de Profeus e Enterobacteriaceae e Candida albicans geralmente
séo sensiveis & SDP. Ap6s o uso de SDP em feridas de queimaduras tém surgido
(principalmente enterobactérias) resistentes as sulfonamidas. Relatouse efeito
intensificador na reepitelizagdo pela SDP e seu veijculo. Leucopenia é uma das
complicacbes associadas a este medicamento. Citotoxicidade pela SDPin vitro tem
sido descrita.

Objetivou-se analisar e comparar o efeito da sulfadiazina de prata em
creme Lanette (CL) (SDP/CL; grupo A), com o CL (grupo B) e sem medicamento
(grupo C) em feridas cutaneas de 2 x 2 cm, experimentalmente induzidas, no dorso
de camundongos isogénicos BALB/c, machos, com idade de doze semanas (dez
animais em cada grupo). Surgiu alopecia transitéria em torno das feridas nos
animais dos grupos A e B, provavelmente pela somatéria de citotoxicidade da SDP
e de componentes do CL (metil e propilparabeno). As feridss tornaram-se
completamente fechadas no 22, 28° e 31° PO nos animais dos grupos C, B e A,
respectivamente. Os dados da avaliagao histologica semiquantitativa do tecido de
granulacdo e da deposi¢éo de colageno, e da morfometria de vasos sangliineos,
fibroblastos e granulocitos neutrofilos nao indicaram que a SDP acelerou a
cicatrizagdo. A epitelizacao foi mais rapida nos animais do grupo C, seguida pelo

rupo B. '

] A semeadura do material colhido das feridas nos meios de cultura agar
sangue, eosin methylene blue e agar Sabouraud, mantidos a 37 °C durante 48
horas, mostrou predominancia de Staphylococcus saprophyticus nas feridas dos
animais dos grupos A e C e de Citrobacter diversus e Klebsiella spp no grupo B. O
antibiograma manteve perfil semelhante para as hactérias de mesma espécie
detectadas nos animais dos grupos A, B e C. A SDP filtrada nao inibiu o
crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 29213, em meio liquido, nas
concentragdes testadas. A concentragéo inibidora minima da SDP naocfiltrada para
Escherichia coli ATCC 25922 foi de 128 ug/ml.

O uso dos medicamentos SDP e/ou CL nas feridas de camundongos n&o
interferiu sobre as populagdes de leucdcitos circulantes. Os estudos de culturas de
células de medula 6éssea mostraram baixa viabilidade (por toxicidade) das células
expostas a SDP ndo-filtrada nas concentracées entre 25 e 250 ug/ml. Testou-se a
produgéo in vitro de IL-4 e Oxido nitrico, pelos metodos ELISA sanduiche e de
Griess, respectivamente; estes elementos néo foram detectados, provavelmente
por causa dos limites de sensibilidade de tais metodos ou devido ao estagio de
maturidade das células estudadas.

Concluimos que outras substancias podem ser analisadas seguindose o
modelo experimental do presente trabalho. Em adi¢do, novos estudos s&o
necessarios para se testar o efeito dos componentes do creme Lanette,
separadamente, sobre feridas, pélos e queratinocitos humanos e murinos in vitro.
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Summary

Silver sulfadiazine (SDP) is an waterinsoluble bacteriostatic sulfonamide.
Staphyloccus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, some Proteus
and Enterobacteriaceae strains and Candida albicans are often responsive to SDP,
After beginning the SDP use in burn wounds, it has emerged resistance to
sulfonamides, mainly among Enterobacteriae. It was reported an enhancing effect
in the rate of reepithelialization by SDP and its vehicle. Leukopenia is an associated
complication with this medicine. It has been described in vitro citotoxicity caused by
SDP.

It was intended to analyze and compare the effect from silver sulfadiazine
in cream Lanette (CL) (SDP/CL; A group), to CL (B group) and without medicine (C
group) on the skin wounds measuring 2 x 2 ¢m, induced experimentally, on the
back dorsum from isogenic BALB/c mice, male, at age of twelve weeks (ten animals
per group). The hair loss observed around wounds, on the A and B groups, was
transient, probably by the synergistic effects from SDP citotoxicity and the CL’s
compounds, methyl and propylparaben. The wounds were whole closed at 22t 2g!"
e 31% PO, for C, B and A groups, respectively. The semi quantitative evaluation in
the granulation tissue and collagen deposition, the morphometric studies from the
vessels, fibroblasts and neutrophils did not indicate that SDP accelerated the wound
healing. The epithelialization was faster inthe C group, followed by B group.

The seeding of the harvested sampling from the wounds in the culture
medium agar-blood, eosin methylene blue and Sabouraud agar, at 37 °C for 48 hr,
revealed that Staphylococcus saprophyticus were predominant in the animal's
wound from groups A and C. The Citrobacter diversus and Klebsiella spp were
predominant in the animal wounds in group B. The resistance and sensitivity
profiles from these bacteria were similar in the same detected species from animals
of groups A, B and C. The filtered SDP did not inhibit the Staphylococcus aureus
ATCC 29213 growths, in the liquid medium, on the concentration used. The
minimum inhibitory concentration of unfiltered SDP for Escherichia coliATCC 25922
was 128 ug/mlin this assay.

The medicine used, SDP and/or CL, on the mice's wounds did not
interfered on the circulating leukocyte population. The assays from cultured bone
marrow cells shown low viability of the cells exposed to unfiltered SDP on
concentrations from 25 to 250 pg/ml, due to toxicity of this drug. It was investigated
in vitro 1L-4 and nitric oxide production, by sandwich ELISA and Griess methods,
respectively; these elements were not detected probably because of the sensibility
limits of the assays or the immaturity of the cells.

It can be concluded that other medicine may be analyzed by using the
experimental design described in the present study. Also, newin vitro studies are
necessary in order to observe the effect of Lanette's components, particularly on
wounds from human and murine hair and keratinocytes.



EE Ty e res ” Ny I T T i

v |

Abreviaturas

ATCC
BHI
CFU
CL
Con-A
EGF
aFGF
bFGF
HE
IL-...18
INF-y
KGF
KM*
LPS
MB
MEC
MMP
NO
OPD
PBS
PDGF
PHA
SDP
SDP/CL
TGF-a
TGF-$
Th
TNF-a
VEGF

Colecao de Cultura Protétipo Americano
infusdo cérebro-coracao

unidades formadoras de col6nia

creme Lanette

concanavalina A

fator de crescimento epidérmico

fator de crescimento de fibroblastos acido
fator de crescimento de fibroblastos basico
hematoxilina-eosina

interleucina 1, 2, 3, 6, 8, 12, 18

Interferon gama

fator de crescimento de queratinécitos
lectina vegetal

lipopolissacarideo

membrana basal

matriz extracelular

metaloproteases

oxido nitrico

orto-fenilenodiamina

solucao salina tamponada de fosfato
fator de crescimento derivado de plaquetas
fito-hemaglutinina

sulfadiazina de prata

sulfadiazina de prata em creme Lanette
fator transformador de crescimento alfa
fator transformador de crescimento beta
linfécitos T auxiliares

fator de necrose tumoral alfa

fator de crescimento endotelial vascular




s e R S TR A L Ly e

PR TN

1. Infroducao

1.1 Histologia e fisiologia da pele

Todo organismo tem um revestimento na superficie externa para se isolar
do ambiente. Suas fungdes principais sdo: proteger contra dano fisico, por exemplo,
das radiagc")es;'defender contra invas&o biologica; regular a passagem de material do
meio interno para o externo e receber sinais de outros organismos (EBLING, 1992).

Apesar de a anatomia da pele ser diferente nos varios grupos de seres
vivos, conforme as interagdes com o meio ambiente, é possivel identificar elementos
gue se mantiveram durante a evolugdo. Como exemplos, verificam-se: a existéncia
de proteinas como o colageno, a proteina animal mais comum, na cuticula do
Ascaris lumbricoides; a queratina ocorrendo em alguns peixes, e a existéncia de
material estruturalmente semelhante nos invertebrados (EBLING, 1992; COTRAN,
KUMAR, COLLINS, 1999).

A pele dos mamiferos € importante para prevenir a perda de liquido,
eletrélitos, proteinas e sangue, manter a termoregulacéo, promover a sintese de

vitamina D3 e converter esterdides (EBLING, 1992; JUNQUEIRA, CARNEIRO,

1999).

i

Em todos os vertebrados, a pele & formada por epiderme e derme (corion
ou cutis). A epiderme é constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado cujas células s&o renovadas pela camada basal. Além dos
queratinocitos, ha mais trés tipos de células na epiderme: os melandcitos, as células
de Langerhans e as de Merkel (EBLING, 1992; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999).

Os pélos sdo desenvolvidos por meio de invaginacées da epiderme, os
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foliculos pilosos, contornados na base, pela papila dérmica, de origem mesodérmica.
Observam-se na derme feixes de musculo liso, dispostos obliquamente, que se
inserem de um lado na bainha conjuntiva do foliculo e de outro na camada papilar da
derme. Estes feixes s&o denominados musculos eretores dos pélos (EBLING, 1992:
JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999).

As glandulas sebaceas situam-se na derme e o0s seus ductos
desembocam, geralmente, na porgéo terminal dos foliculos pilosos. Os ductos
destas glandulas exteriorizam-se diretamente na superficie cutanea dos labios, na
glande e nos pequenos labios da vulva. A secregéo resulta na morte e eliminacao
das células que a elaboram; tais glandulas s&o ditas holocrinas (EBLING, 1992:
JUNQUEIRA, CARNEIRQ, 1999).

As glandulas écrinas (glandulas sudoriparas écrinas) s&o encontradas na
pele de quase todas as regibes anatdmicas e localizam-se na derme reticular
profunda. Sua porgédo secretora € envolta pelas células mioepiteliais e tém ductos
excretores longos (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999). Desembocam na superficie
cutdnea e sdo do tipo merocrino por eliminarem apenas os produtos de secregédo
(EBLING, 1992). As glandulas apocrinas (glandulas sudoriparas ap6crinas) situam-
se nas axilas, regidao perianal e aréolas mamarias e tém ductos excretores
desembocando sempre num foliculo piloso. S&o de tipo apocrino, em virtude de sua
secrecdo conter pequena parte do citoplasma apical (JUNQUEIRA, CARNEIRO,
1999).

As secregOes glandulares tém a funcdo de proteger inespecificamente
contra patogenos na superficie cutdnea, manter a termorregulagéo e gerar odor para
comunicacgao socio-sexual (EBLING, 1992).

Na maioria dos mamiferos, a hipoderme € localizada entre a derme e uma



lamina fina de musculo estriado denominada paniculo carnoso. Esta lamina é
vestigial no ser humano (EBLING, 1992).

Na pele humana, a juncdo dermo-epidérmica € ondulada, com intrusao da
epiderme para a derme (‘rete ridges”); a derme entre as reentrancias epidérmicas é
denominada papila dérmica. Esta jungao € importante para o sustentaculo mecanico
da epiderme e age como barreira contra a eliminagdo de células e grandes
moléculas (EBLING, 1992; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999).

A hipoderme é formada por tecido adiposo unilocular e une a derme aos
6rgaos subjacentes. Esta camada tem o papel de deslizamento da pele sobre as
estruturas nas quais se apdia. Quando a hipoderme é espessa, denomina-se
paniculo adiposo, o qual proporciona protegdo contra o frio (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 1999).

Os queratindcitos sdo as células majoritarias da epiderme; formam-se na
camada basal ou germinativa e originam as camadas espinhosa, granulosa, ltcida e
cornea. Sdo as primeiras células a ser expostas a infecgbes na pele (EBLING, 1992:
JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999).

Os melanécitos localizam-se, geralmente, nas camadas basal e espinhosa,
sintetizam a melanina e a injetam no interior das células epiteliais. Nestas células os
granulos de melanina ficam em posi¢do supranuclear para oferecer protecdo ao
acido desoxirribonucléico (DNA) contra radiagéo ultravioleta e dar cor a pele
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999).

As células de Langerhans fazem parte do sistema imunitario, podendo
processar € acumular na sua superficie os antigenos cutaneos, apresentando-os as

células T auxiliares (células Th) nos linfonodos (EBLING, 1992; JUNQUEIRA,

CARNEIRO, 1999; LYDYARD, GROSSI, 1998).
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As celulas de Merkel s&o tidas como mecano-receptores e/ou secretoras
de hormonios; existem em maior quantidade na palma das méos e planta dos pés
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999).

A pele humana pode ser glabra (sem pélos), como na palma das maos e
planta dos pés. Notam-se epiderme espessa dividida em varias camadas bem
definidas (com estrato corneo compacto), terminagdes neurais encapsuladas na
derme e auséncia de foliculos pilosos e glandulas sebaceas (EBLING, 1992).

A pele pilifera tem foliculos pilosos e glandulas sebaceas, e faltam
terminagdes neurais encapsuladas na derme (EBLING, 1992).

A derme humana tem a camada papilar, mais superficial, a qual abrange
10% da espessura total da derme; e a camada reticular mais profunda (SMITH,
HOLBROOK, BYERS, 1982). A Tabela 1 contem as diferencas basicas entre a
derme papilar e a derme reticular. Os elementos fibrosos da derme papilar seguem
da lamina basal para a derme reticular onde formam bainhas em torno dos foliculos
pilosos e das glandulas e seus ductos (SMITH, HOLBROOK, BYERS, 1982). O limite
entre a derme papilar e a derme reticular € marcado pela variacdo abrupta do
tamanho das fibras colagenas e/ou pela posigao horizontal dos vasos do plexo
subpapilar (SMITH, HOLBROOK, BYERS, 1982). A parte inferior da derme reticular
se funde com a hipoderme, da qual recebe nervos e vasos linfaticos e sanguineos
(SMITH, HOLBROOK, BYERS, 1982; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999). A derme
contém fibroblastos, leucocitos, mastocitos e macréfagos (EBLING, 1992).

O intersticio ou matriz extracelular (MEC) é constituido por uma rede
complexa de macromoléculas que apresentam as fungbes de sequestrar agua para
manter o turgor dos tecidos moles, reter minerais para enrijecer os tecidos

esqueléticos, armazenar fatores de crescimento, controladores da proliferagao



celular, e dar condigcbes as células para aderir e migrar. A degradacdo da MEC
acompanha a morfogénese, a cicatrizagdo de feridas, a invasao de tumores e as
metastases (COTRAN, KUMAR, COLLINS, 1999; PEREIRA, 1999).

A macromoléculas da MEC s&o representadas por: 1. proteinas estruturais
fibrosas como o colageno e a elastina, que formam as fibras colagenas e reticulares
(colageno) e elasticas (elastina); 2. glicoproteinas de adeszo, como a fibronectina e
a laminina, e proteinas organizadoras como a entactina, a ondulina e a tenascina; 3.
um gel de proteoglicanos, acido hialurénico e sulfatos de condroitina, queratana,
dermatana e heparana. Estas macromoléculas agrupam-se em duas organizacoes
gerais: a matriz intersticial e a membrana basal (MB). A matriz intersticial esta
presente nos espacgos entre as células epiteliais, endoteliais e células musculares
lisas e no tecido conjuntivo. A matriz intersticial &€ constituida por: colagenos fibrilares
ou intersticiais tipos I, Il e lll; colagenos nao-fibrilares ou amorfos tipos IV, V e VI:
elastina e fibronectina; proteoglicanos e acido hialurénico. A Tabela 2 mostra os
principais tipos de colageno e a sua localizagdo. A MB ¢ constituida principalmente
pelo colageno tipo IV, laminina, sulfato de heparana, proteoglicanos e outras
glicoproteinas (COTRAN, KUMAR, COLLINS, 1999; JUNQUEIRA, CARNEIRO,
1999: PEREIRA, 1999). Os componentes da MEC sao sintétizados por fibroblastos,
condroblastos, osteoblastos, odontoblastos, células musculares lisas, células de
Schwann, células endoteliais e células epiteliais (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999:

PEREIRA, 1999).

Os colagenos estruturais mais comuns s&o compostos por uma triplice
hélice de trés cadeias polipeptidicas, denominadas subunidades-a. A seqiiéncia de
aminoacidos, nas cadeias polipeptidicas, inclui a glicina em cada terceira posigao e a

hidroxiprolina para estabilizar a hélice de colageno. Os colagenos assim constituidos



sao resistentes a degradagéo por proteases inespecificas (BURGESON, 1982). Os
colagenos de tipos VI, VIl e VI, tém as triplices hélices interrompidas, o que torna
estas moléculas mais susceptiveis a degradagdo por proteases inespecificas
(BURGESON, 1982).

A fibronectina tem sitios de ligagao para heparana, fibrina, colageno e as
sequéncias dos aminoacidos arginina-glicina-acido aspartico (RGD), cuja fungao
importante & de aderir células a matriz. Associa-se a ades&o, disseminagao e
migragéo celular no intersticio (COTRAN, KUMAR, COLLINS, 1999; PEREIRA,
1999).

A laminina tem sitios de ligagao para o sulfato de heparana, o colageno tipo
IV e os receptores celulares. A laminina promove o alinhamento das células
endoteliais in vitro e forma tubos capilares, um evento importante para a

angiogénese (COTRAN, KUMAR, COLLINS, 1999).

As integrinas sdo glicoproteinas transmembrana da familia de receptores
da superficie celular, que mediam a adeséao das células a MEC e a interacéo célula-
célula. Estes receptores sdo componentes importantes para o extravasamento de
leucocitos, a agregacgéao de plaquetas e a cicatrizagao de feridas (COTRAN, KUMAR,
COLLINS, 1999). Integram o citoesqueleto de actina e a transdugéo de sinais da
MEC para o interior das células. As proteinas intracelulares talina, vinculina, o-
actinina, tensina e paxifilina associam-se aos sitios das integrinas e a actina para
formar um sistema de sinalizagéo intracelular (COTRAN, KUMAR, COLLINS, 1999).

As proteinas matricelulares ndo atuam como componentes estruturais da
MEC, porém interagem com proteinas da matriz, receptores da superficie celular,
fatores de crescimento, citocinas e preoteases. Estas proteinas intéfrompem as

interacoes célula-matriz. As proteinas matricelulares s&o: 1. proteina acida rica em
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cisteina, ou osteonectina, que contribui para o remodelamento tecidual em resposta
a injurias e & um inibidor da angiogénese; 2. trombospondinas, também inibidoras da
angiogénese; 3. osteopontina, reguladora da calcificagdo e mediadora da migracao
de leucécitos; 4. membros da familia das tenascinas, envolvidos na morfogénese e
na modulagdo da adesé&o celular (COTRAN, KUMAR, COLLINS, 1999).

Os proteoglicanos sdo moduladores do crescimento e da diferenciagéo
celular e tém papéis diversos na regulagéo da estrutura e da permeabilidade do
tecido conjuntivo. O sindecan se liga ao colageno, a fibronectina e a
tromboespondina na MEC. A ligagao do fator de crescimento de fibroblastos (FGF)
as cadeias de sulfato de heparana do sindecan facilita a ligacdo do FGF ao seu
receptor (COTRAN, KUMAR, COLLINS, 1999).

A degradacao dos componentes da MEC depende de proteases
especificas denominadas metaloproteases (MMP) que contém zinco no sitio ativo,
atuam em pH neutro e requerem cailcio para sua atividade. As MMP sao sintetizadas
por células fagocitarias e todas as células do tecido conjuntivo. Os quatro grupos de
MMP sao: 1. colagenases; 2. estromelisinas; 3. gelatinases; 4. metaloproteases
ligadas a membrana plasmatica. As colagenases podem clivar os trés tipos de
cadeia o das moléculas de colageno. As estromelisinas atuam sobre os
proteoglicanas, a fibronectina, a laminina e o colageno tipo V. As gelatinases agem
praticamente sobre todas as proteinas da MEC. As metaloproteases ligadas a
membrana plasmatica séo importantes para ativar as outras MMP. Outras proteases
(serina-proteases) geralmente degradam os peptideos resultantes da degradagao
pelas MMP (PEREIRA, 1999).

Ha dois plexos arteriais e trés venosos que suprem a pele. Dos arteriais,

um situa-se no limite entre a derme e a hipoderme, e o outro entre as camadas



papilar e reticular. Dois dos plexos venosos acompanham os plexos arteriais; o
terceiro localiza-se na derme intermediaria (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999).

Os vasos linfaticos da pele iniciam-se nas papilas dérmicas, como tubos de
fundo cego e convergem para um plexo entre as camadas papilar e reticular. Deste
plexo, sdo emitidos ramos para outro plexo entre a derme e a hipoderme
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999).

A inervacdo da pele é autonOmica, apresentando um componente
colinérgico para as glandulas ecrinas e apodcrinas e outro adrenérgico para as
glandulas sebaceas, musculos lisos e arteriolas. As terminagdes neurais sensitivas
localizam-se na derme e na hipoderme; podem ser livres ou encapsuladas e tém as

fungdes de perceber o tato, a presséo, o calor e o frio (EBLING, 1992; JUNQUEIRA,

CARNEIRO, 1999).
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Tabela 1. Composicao e estrutura da derme papilar e reticular.
Caracteristicas Derme papilar Derme reticular
Organizacao da matriz extracelular Fibras de colageno finas e frouxas Fibras de colageno grosseiras e intermediarias
Tipos de colageno I, il e pré-colageno | lelll
Fibronectina Estrutura linear Estrutura reticular
Atividade de colagenase Completa Discreta
Fibras elasticas Fibras oxitalanicas imaturas Fibras elauninicas e fibras maduras
Celularidade Notavel Escassa
Proliferagéo de fibroblastos Alta capacidade proliferativa Baixa capacidade proliferativa
Microcirculagio Vasos distribuidores

Organizagao vascular

(Modificado de SMITH, HOLBROOK, BYERS, 1982)

Tabela 2. Principais tipos de colageno.

Tipo Caracteristicas Distribuicdo nos tecidos
| fibras com alta resisténcia ténsil pele, ossos, tenddes, cornea e Gtero
i fioras finas; proteina estrutural cartilagem do disco intervertebral € humor vitreo
HI fibras finas; flexivel pele, submucosas, Utero e vasos sanguineos
v associagdo em bandas membranas basais
V fibrilas finas associadas ao tipo | colageno pericelular
Vi fibrilas finas associadas aos tipos | e {ll igual a dos tipos 1 e Il
Vil estruturas de ancoragem abaixo de epitélios escamosos
Vil provavelmente amorfo endotélio-membrana basal
IX associa-se a fibrilas do tipo Il cartilagem
XI associa-se a fibrilas do tipo Il igual & do tipo Il
Xl associa-se a fibrilas do tipo | tenddes, ligamentos e fascias

(Modificado de COTRAN; KUMAR; COLLINS, 1999; PEREIRA, 1999)
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1.2 Reposicao de células

No adulto, o papel principal da divisdo celular é manter os tecidos
diferenciados e repor as células perdidas (BICKENBACH, 1981).

As células da epiderme e mucosas (epitelios escamosos estratificados), e
trato gastrintestinal (epitélio simples), sao produzidas pela transformacgdo continua

de ‘“células tronco” em células diferenciadas que tém vida média curta

(BICKENBACH, 1981).

“Queratindcitos-tronco” renovam-se constantemente, produzindo células
das quais um grupo nado se diferencia enquanto o outro grupo evolui
irreversivelmente, para a diferenciagdo. A analise da cinética da pele do
camundongo tem sugerido que as “células tronco” tém um ciclo celular longo

(BICKENBACH, 1981; DOVER, POTTEN, 1983; JENSEN, PEDERSEN, BOLUND,

1985; MORRIS, FISCHER, SLAGA, 1985).

1.3 Citocinas, células produtoras e efeito sobre os tecidos

Uma ampla variedade de celulas, pertencentes ou ndo ao tecido linfoide,
secreta mediadores sollveis ou citocinas que sdo proteinas de baixo peso
molecular, com atividades biolégicas multiplas e superponiveis. A atividade destas
moléculas pode ter como alvo as proprias células que as produziram, ou um outro
tipo celular; no primeiro caso, fala-se em atividade autocrina; no segundo, em
paracrina (KOVACS, 1991).

As citocinas agem ligando-se a receptores especificos na membrana

celular e desencadeando uma cascata para indugdo e aumento ou inibigcdo de genes
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regulados por estes mediadores (ROOK, BALKWILL, 1998).

Muitas citocinas influenciam a estrutura do citoesqueleto e a quimiotaxia
(KOVACS, 1991). Associadas a hormdnios e neurotransmissores, formam uma
linguagem de sinais quimicos que regulam o desenvolvimento, o reparo tecidual e
resposta imune. A compreensao do complexo processo de reparo dos tecidos
traumatizados, nos vertebrados superiores, comecou apds a descoberta das
citocinas. Estes mediadores celulares originam-se de fibroblastos, macréfagos,
neutrdfilos, plaquetas, queratinocitos, células endoteliais e mastdcitos (MARTIN,
1997). |

Dentre outros mediadores, os macrofagos ativados secretam interleucina 1
(IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e fator transformador de crescimento beta (TGF-g).

Queratindcitos murinos atingidos pelas radiagbes ultravioleta B produzem
IL-10, que diminui a funcdo de células apresentadoras de antigenos (APC)
sistemicamente e ativam células Th2 esplénicas (ULLRICH, 1994; ENK et al., 1995).

Queratindcitos humanos normais tém capacidade para produzir 1L-12
(ARAGANE et al., 1994), IL-3 (LUGER et al., 1985) e IL-18 (STOLL et al., 1997).

Os neutrofilos e queratinécitos secretam TNF que é .citotéxico para muitas

linhagens de células tumorais, células endoteliais e queratinocitos (SUGARMAN et

al., 1985).

1.4 Fenomenos teciduais pos-traumatismo

Apos um traumatismo fisico ou quimico ou infeccdo local, ha uma
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perturbagdo do equilibrio entre as células do tecido normal.
Os componentes da resposta tissular a injuria sdo (HUNT, 1981):
1. inflamacao;
2. proliferagéo fibroblastica (fibroplasia);
3. proliferacao de vasos sanguineos (angiogénese);
4. sintese de tecido conjuntivo;

5. reepitelizagao.

A inflamacado se traduz, basicamente, por migracdo celular intensificada
através de vénulas e- extravasamento de moléculas séricas, anticorpos,
complemento e proteinas pelos capilares. Estes eventos sédo controlados pelo
aumento do suprimento sanguineo (vasodilatagdo) e da permeabilidade capilar
(MALE, 1998). Mediadores que agem rapidamente, como aminas vasoativas e
produtos do sistema de cininas, modulam a resposta imediata (MALE, 1998).

Posteriormente, mediadores como leucotrienos se envolvem no acumulo e ativagéo

de outras células.

Os sistemas de enzimas plasmaticas importantes na hemostasia e controle

da inflamacgao sao o fibrinolitico (plasmina), o de cininas e do complemento.
A bradicinina origina-se da ativagéo do fator Xli do sistema de coagulacéo;

causa dilatagdo venular, aumento da permeabilidade vascular e contracdo de

musculos lisos (MALE, 1998).

Os mastocitos € as plaquetas sao importantes fontes de histamina e

serotonina. Estas substancias causam vasodilatacdo e aumento da permeabilidade

vascular (MALE, 1998).

Muitos dos efeitos pro-inflamatorios de C3a e Cba, componentes do

sistema de complemento, resultam de sua capacidade para liberar granulos dos
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mastocitos.

A medida que linfocitos e mondcitos chegam ao local de inflamacgéao,
podem tornar-se ativados e liberar citocinas como IL-1, IL-4, IL-6, TNF e interferon
gama (INF-y). Estes mediadores aumentam a migragao celular por estimularem as
células endoteliais de vénulas vizinhas a expor moléculas de ades&do para os
fagocitos, os quais saem dos vasos (MALE, 1998; PEREIRA, 1999).

No periodo inicial, os neutrofilos e macréfagos retiram bactérias, material

estranho e fragmentos celulares da ferida.

Os fibroblastos e as células epiteliais e endoteliais, sob agdo das citocinas,
crescem e dividem-se para criar novos tecidos e restaurar a funcéo.

O fator de crescimento epidérmico (EGF) € um potente mitdgeno para as
células epiteliais (KING, 1985) e promove a cicatrizagdo de feridas em ulceras

experimentais de modelos animais (SCHULTZ et al., 1987).

O fator de crescimento de queratindcitos (KGF) é expresso em fibroblastos
de feridas e tem um potente efeito mitbgeno para queratinécitos. Foram observados
atrofia epidérmica, anomalia de foliculos pilosos e hiperespessamento dérmico em
camundongos duplamente deficientes do gene para KGF (WERNER et al., 1994).

O fator transformador de crescimento alfa (TGF-a) é produzido por
macrofagos e gueratinocitos. E mitogénico para este ltimo tipo celular (RAPPOLEE
et al., 1988; MARTIN, 1997).

As injurias induzem a produgdo de IL-1, que tem efeitos sobre a
proliferacéo de fibroblastos, queratinécitos e timécitos, a sintese de colagenase, o
estimulo da produgdo de IL-2, o estimulo das células B e a inducdo de febre

(HAUSER et al., 1986; KAPLAN, DINARELLO, GELFAND, 1989).



Os fatores de crescimento de fibroblastos acido e basico (aFGF e bFGF)
s&o mitogénicos para células mesenquimais e queratinécitos (GOSPODAROWICZ et
al., 1987).

Os receptores de TGF-B sao ubiqditarios. A producdo de TGF-B pode ser
feita por células T e B, macrofagos, fibroblastos, plaquetas, osteoblastos,
osteoclastos, astrocitos e células da microglia. O TGF-f é mitogénico para
fibroblastos e desativa macréfagos; além disso, suprime a inflamagéo in vivo, e
promove a cicatrizagdo das feridas e a angiogenese (DIAZ-FLORES, 1994). As
acoes do TGF-p na cicatrizagao das feridas s&o complexas: estimula a quimiotaxia
de fibroblastos, leucdcitos polimorfonucleares, mondcitos, mastécitos e células T:
induz inflamacéo local e fibrose; estimula a deposi¢éo de matriz extracelular e inibe o
crescimento de queratinécitos (RHEINWALD, GREEN, 1975).

A formacado de capilares ocorre por meio de eventos morfolégicos bem
definidos, incluindo a vasodilatagao das vénulas ou capilares originais, a exclusao da
membrana basal pré-existente, a migracao e a proliferagao das células endoteliais e
a formagdo de um novo lume (DIAZ-FLORES, GUTIERREZ, VARELA, 1994).
Monocitos e macrofagos ativados produzem a tromboespondina-1, inibidora da
angiogénese in vivo e in vitro; isto evidencia a inter-relagéo de fatores reguladores
positivos e negativos no processo de cicatrizagéo (DIPIETRO, POLVERINI, 1993). O
INF-y/LPS, a hipdxia e o lactato ativam o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), produzido por macrofagos, que € muito importante na angiogénese (XIONG |
et al., 1998).

Foi demonstrado efeito angiogénico intenso da IL-8 recombinante humana
na cérnea do rato, na quimiotaxia e na proliferagéo induzida de células endoteliais

de veia umbilical. Estas observacées sugerem a participagao efetiva da IL-8



na cicatrizacao de feridas, na artrite reumatoide e no crescimento de tumores (KOCH
et al., 1992). Observou-se quantidade elevada de IL-8 em feridas humanas pos-
queimadura, cuja cicatrizagao estava lenta. Houve redugéo significante da replicacao
de queratinécitos (IOCONO et al., 2000).

A integrina avp3 & um receptor de células endoteliais para as proteinas de
adesao, fibrina, fibronectina e vitronectina. Esta integrina tem funges importantes

durante a angiogénese e a formagéo do tecido de granulagéo (CLARK et al., 1996).

1.5 Cicatrizagdo, enxerto e retalho

Cicatrizagado & o processo pelo qual uma ferida se fecha ou se transforma
em cicatriz (GARCIA, ROCHA LIMA, 1978; FERREIRA, 1995).

Quando uma ferida limpa, cirdrgica ou pds-traumatica, é fechada
imediatamente, por aproximagéo direta das bordas, fala-se em fechamento primario
e cicatrizacao primaria ou por primeira intengéo. Os fibroblastos produzem colageno
para substituir os tecidos lesados. Os queratinoticos migram sempre em contato com
tecido mesenquimal (interacdo ectodermo-mesenquimal). Esta interacdo &
importante para o deslocamento das células epidérmicas (HUNT, 1981; PEACOCK,
COHEN, 1990; PEREIRA, 1999).

Quando nao se faz o fechamento imediato de uma ferida a cicatrizacéo é
dita secundaria ou por segunda intencdo. Tal evento pode ocorrer também quando
ndo se aproximam os tecidos adequadamente; nos locais que perderam pele e nos
tecidos destruidos por inflamagéo e/ou infecgdo. A contracéo e a epitelizacéo séao os
dois eventos fundamentais na cicatrizacdo secundaria. O tecido de granulagio

origina-se do tecido conjuntivo circunjacente e se destina a ocupar o coagulo
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formado no espago morto. O desenvolvimento do tecido de granulag&o inicia-se a
partir do 4° dia, sendo a ativagéo dos fibroblastos um fator essencial para a sua
indugé@o (McCLAIN et al., 1996). Macroscopicamente, o tecido de granulagdo tem
aspecto granuloso, vermelho e umido. Este tecido é composto, basicamente, de
colageno tipo |Ill, acido hialurénico, moderada quantidade de proteoglicanos,
pequenos vasos sanguineos, fibroblastos, miofibroblastos, leucécitos e macréfagos
(HUNT, 1981; PEREIRA, 1999). Os queratinéticos migram das bordas da ferida,
invadem o coagulo de fibrina, e prosseguem até se encontrar no centro daquela. A
fungdo de contrair uma ferida é atribuida aos miofibroblastos (GABBIANI, RYAN,
MAJNO, 1971). Quando a ferida se fecha, o numero de células dos vasos
sanguineos e de miofibroblastos diminui. Isto se deve ao fendbmeno denominado
apoptose ou morte celular programada, gragas ao qual o tecido de granulagéo evolui
para cicatriz (DESMOLIERE et al., 1995).

Conceitua-se como enxerto a transferéncia de um segmento tecidual que é
desconectado integralmente de seus vasos; sua nutricdo sera feita por vasos do
local receptor. Fala-se em autoenxerto quando o procedirﬁento e feito para o préprio
receptor; homoenxerto para um receptor da mesma espécie e heteroenxerto para
receptor de espécie diferente (RUDOLPH, BALLANTYNE, 1990).

Denomina-se retalho um segmento de tecido transferido, que se mantém
conectado a um pediculo. O retalho microcirdrgico € realizado através da segao de
seus vasos no local doador; transferido imediatamente para o local receptor e
anastomosam-se os vasos receptores e doadores (DANIEL, WILLIAMS, 1973).

Sempre que possivel, a ferida devera ser fechada imediatamente por
aproximacao direta das bordas, ou por retalho e/ou enxerto. Estes procedimentos

minimizam a perda de liquidos e proteinas, a dor, a contragéo da ferida, as cicatrizes



IR e Y Ty

17

hipertroficas e os queldides.

A cicatrizagéo de feridas € muito complexa e o ser humano esta sempre a
procura de uma substancia que acelere este processo ou resulte em uma cicatriz
imperceptivel.

Varios fatores podem afetar a cicatrizagdo de uma ferida (Tabela 3). A
suplementacédo alimentar com arginina aumenta a sintese de colageno in vivo e,
estimula a mitogénese de linfécitos em resposta a fito-hemaglutinina e
concanavalina A in vitro (BARBUL ef al., 1990; KIRK ef al., 1993).

Quando um medicamento de uso topico ou sistémico é tdxico para os
macrofagos, células epiteliais, células endoteliais e fibroblastos, estas células podem

morrer. Caso permanegam vivas, talvez n&o consigam sintetizar citocinas

fundamentais no processo de reparagéo dos tecidos.
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Tabela 3- Fatores que interferem na cicatrizagéo.

1. Menor sintese de colageno

A. Antes da cirurgia
Diabete melito
Esteroides
Hipdxia
Infeccao
irradiagdes
Jejum
Senilidade
Politraumatismos

Uremia

B. Durante a cirurgia
Injuria nos tecidos
Ma aposigao dos tecidos

Menor aporte de sangue

C. Apos a cirurgia
Drogas citostaticas
Hipovolemia
Hipoxia

Jejum

2. Maior lise de colageno

Esteroides

Infecgao
Inflamacao
Jejum
Traumatismo grave

Modificada de HUNT (1981)
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1.6 Queimaduras

As queimaduras sdo lesbes causadas por agentes fisicos ou quimicos. As
feridas na superficie cutdnea podem infectar-se e causar imunossupressdo e morte
do individuo. A fisiopatologia das queimaduras cutaneas é complexa, pois se destroi
o maior 6rgéo do corpo (RUSSO, 1976; HEIMBACH, 1987; WARDEN, 1987).

Nas queimaduras de primeiro grau, notam-se dor e hiperemia; esta
desaparece até 48 horas apo6s o traumatismo. Ocorre a destruicdo da epiderme. As
queimaduras de segundo grau séo divididas em superficiais e profundas. Nas
superficiais, sente-se dor e surgem vesiculas. Ha a destruicdo da epiderme e derme
superficial, sem lesdo irreversivel das terminagbes neurais. A reepitelizacdo das
feridas ocorre até trés semanas. As queimaduras de segundo grau profundas sao
indolores, pouco vascularizadas ou avascularizadas. Ocorre a destruicdo extensa da
derme e a reepitelizacédo se faz entre 4 e 6 semanas. Geralmente, o novo epitélio é
fino e fragil. Estas lesées podem desenvolver cicatrizes elevadas no ser humano.
Nas queimaduras de terceiro grau, nao se sente dor e a destruigdo da pele é total.
O agente fisico ou quimico pode causar a destruigdo dos ossos, tenddes e vasos
subjacentes (RUSSO, 1976; HEIMBACH, 1987; WARDEN, 1987).

O tratamento das feridas ¢ feito retirando-se os tecidos mortos, limpando-
se as lesfes com agua e sabdo neutro ou um anti-séptico, por exemplo, cloro-
hexidina e polivinilpirrolidona. Muitos Servigos Médicos recomendam a aplicacao de
um medicamento antimicrobiano nas feridas. Quando o tecido de granulacéo, nas
feridas profundas, se torna evidente, deve-se iniciar a cobertura com enxerto de pele

e/ou retalho (RUSSO, 1976; HEIMBACH, 1987; WARDEN, 1987).
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1.7 Antimicrobianos e a ferida

A procura de substancias para evitar e extinguir com a infecgéo local nas
feridas, promover e acelerar a eliminagéo dos tecidos mortos e induzir o fechamento
rapido das feridas, principalmente as resuitantes de queimaduras, sempre foi motivo
da inquietude humana. Entre as substancias ja utilizadas com tais finalidades,
contam-se: acido carbdlico; bicloreto de mercurio; bromelaina; proteinase neutra
obtida de Bacillus subtilis; 6xido de zinco; goma arabica; banha; colédio; 6leo de
castor; parafina; violeta de genciana; acido tanico-sulfadiazina sédica, creme de
gentamicina a 0,5% e nitrato de prata a 0,5% (RUSSO, 1976; LYNCH, BLOCKER,
1977;FOX, 1983).

Alguns centros de tratamento de queimaduras ainda usam, topicamente, a
pomada de acetato de mafenida (monoacetato a-amino-p-tolueno-sulfonamida) na
concentracéo de 11,4% (FOX, 1983). Este medicamento € bacteriostatico e tem boa
penetracdo na escara. A aplicagéo é facil e o uso e nao causa pigmentagao da ferida
e das roupas (FOX, ROSE, 1942; FOX, 1983). Por outro lado, catabdlito do produto
causa diurese osmotica, disturbios acido-basicos e acidose metabolica
hiperclorémica. A aplicagéo de mafenida se segue de liberacdo demorada da escara

e retardo da regeneracéo epitelial (LYNCH, BLOCKER, 1977; FOX, 1983).

1.8 Revisao de literatura

A sulfadiazina de prata (SDP) & um antimicrobiano sintetizado por Fox
(1968), formado pela reagéo da sulfadiazina com o nitrato de prata. A prata substitui

o hidrogénio ionizavel da sulfadiazina. Forma-se um sal cuja molécula é grande e
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insoluvel em agua. A férmula estrutural plana da SDP esta demonstrada na Figura 1.

A SDP deve ser preparada adicionando-se 30 milimoles de SDP em 100
mililitros (ml) de agua. A emulsao resultante deve ser misturada com 900 g de creme
solivel em agua. A concentracéo final € de 30 milimoles de SDP por quilograma (kg)
de creme. O creme final € branco, inodoro, e deve ser aplicado uma a duas vezes ao
dia sobre a ferida, a qual pode ser ocluida ou ficar descoberta (FOX, 1968).

A sulfadiazina é um &cido fraco (FOX, ROSE, 1942) que inibe o acido para-
amino-benzoico por competicdo. Este reage com a pteridina, formando o acido
pterdico, o qual se associa ao acido glutdmico e assim constitui o acido félico. As
bactérias utilizam esta via para obter o tetraidrofolato que é uma coenzima na
sintese de bases puricas e timina. Desta maneira, tal medicagdo é definida como
bacteriostatica (BIER, 1976).

As sulfonamidas sdo solubilizadas quando ficam em contato prolongado
com liquidos biolégicos possuidores de ion cloreto e grupos reativos como, por
exemplo, as sulfidrilas da cisteina (FOX, 1968). A SDP n&o reage rapidamente com
estes grupos, de modo que sua ag&o antibacteriana ndo diminui (FOX, 1983). A
insolubilidade da SDP propicia sua manutengdo em concentragdes elevadas nos
exsudatos das feridas (FOX, 1983). Ha pouca absor¢do de sulfadiazina pelas
feridas, sendo que sua concentragéo sérica pode variar de 3 a 5 mg%, enquanto a
concentragédo na urina raramente excede 50 a 100 mg% (MUNSTER, 1980).

Jensen & Davidson (1966) demonstraram que a prata substitui o hidrogénio
das pontes entre os nitrogénios das purinas (adenina e guanina) e das pirimidinas
(citosina e timina) do DNA. Isto altera a distancia normal de 3 Angstréns para 3,8
Angstrons e distorce a molécula do DNA descrita por Watson & Crick (Figura 2).

Supde-se que a ligagdo entre a prata e o nitrogénio seja mais forte que as pontes de
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hidrogénio e impega a multiplicagdo bacteriana (FOX, 1969). A SDP reage
rapidamente com o DNA e libera a sulfadiazina (FOX, 1983).

A estrutura polimérica da SDP, constituida de seis atomos de prata ligados
a seis moléculas de sulfadiazina, pode contribuir para maior estabilidade deste
antimicrobiano comparativamente a outras sulfonamidas (FOX, 1983).

A SDP tem sido usada mais freqlientemente no tratamento das feridas de
pessoas queimadas (FOX, RAPPOLE, STANFORD, 1969; BROOK, RANDOLPH,
1981: ATOYEBI, SOWEMIMO, ODUGBEMI, 1992), e, menos comumente, em:
carcinoma de mama ulcerado inoperavel, feridas infectadas pds-operatérias de
artroplastias, tumores de partes moles; e ticeras resultantes de infecgdes cutaneas
por Herpes zoster (FOX, 1983; MONTES, MUCHINIK, FOX, 1986).

Foi relatado efeito intensificador da reepitelizacdo pela SDP e seu veiculo
(GERONEMUS, MERTZ, EAGLSTEIN, 1978). A razdo SDP:DNA bacteriano & muito
mais elevada que a razdo SDP:DNA célula epitelial; entende-se assim porque a SDP

inibe as divisbes bacterianas e ndo impede a regeneracdo das células epiteliais

(FOX, 1983).

A SDP é ativa, in vifro, contra Staphyloccus aureus, Escherichia coll,
Pseudomonas aeruginosa, certas cepas de Profeus, outras bactérias da familia
Enterobacteriaceae e Candida albicans (MONAFO, FREEDMAN, 1987). A ligagéo
irreversivel da prata ao grupo tiol da cisteina (Cys-150), na fosfomanose-isomerase,
inativa esta enzima que é essencial na sintese da parede celular de Candida
albicans (WELLS et al., 1995).

A SDP pode ser ligada a moléculas e polimeros, como os colagenos

humanos e porcinos; o produto resultante é isento de bactérias e resistente a

infeccdes (FOX, 1983; DEITCH et al., 1989).
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Pode ocorrer reacéo de hipersensibilidade apés o uso de SDP (MUNSTER,

1980).

Observou-se alta incidéncia de enterobactérias resistentes as sulfonamidas
apos o uso de SDP em feridas de queimaduras extensas (LOWBURY et al., 1976).
Houve uma reducdo intensa de cepas de Klebsiella sp., Escherichia coli e

Enterobacter cloacae, resistentes as sulfonamidas, apoés a interrupc¢éao do uso destes

antimicrobianos nos pacientes queimados (BRIDGES; LOWBURY, 1977; GAYLE et
al., 1978). Tém surgido cepas de Pseudomonas resistentes in vivo na China, na

india, no Peru e nos Estados Unidos (FOX, 1983).

Foi detectada leucopenia (concentragéo de leucocitos do sangue periférico
abaixo de 4000 por milimetro cubico), nas pessoas queimadas sob tratamento com
SDP (CHAN, JARRET, MOYLAN, 1976; VALENTE, AXELROD, 1978; CAFFEE,
BINGHAM, 1982; CHOBAN, MARSHALL, 1987). Num estudo realizado em criancas,

sugeriu-se que algum dos componentes do veiculo’ teria causado a leucopenia

(KIKER et al., 1977).

Descreveu-se que a toxicidade in vitro sobre fibroblastos humanos foi mais
intensa na suspensédo de SDP nao-filtrada (McCAULEY et al., 1989).

A intoxicacdo pela prata (argiria) pode lesar os rins e o figado e causar
neuropatias periféricas e encefalite. A argiria foi descrita em um homem de 59 anos
de idade portador de ulceras flebostaticas crénicas nos membros inferiores. Este
paciente utilizou sulfadiazina de prata a 1% nas Ulceras duas vezes ao dia durante

cinco meses. A concentragédo plasmatica de prata foi de 10 ng/l (valor de referéncia

menor que 1 ug/l) quando se diagnosticou a argiria; apos a interrup¢éo do uso da

' Vaselina branca - United States Pharmacopeia ~ USP, alcool estearilico, isopropil miristato,
monooleato sorbitan, estearato polioxil 40, propileno glicol e o preservativo metilparaben US a 0,3%).
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SDP, decresceu para 5,1 ug/l e 1 pg/l na terceira e décima segunda semanas,

respectivamente (PAYNE et al., 1992).
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Figura 1. Formula estrutural plana da sulfadiazina de prata.
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Figura 2. Modelo proposto de ligagéo da prata ao nitrogénio
nas bases nitrogenadas na molécula do DNA.
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2. Objetivos

A SDP tem sido utilizada topicamente para tratar queimaduras no Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia ha muitos anos. Como os dados
da literatura apontam efeitos benéficos e maléficos deste medicamento, pretende-se
analisar, no presente trabalho, os seguintes aspectos relacionados a aplicagédo do

citado medicamento em feridas experimentalmente induzidas em camundongos

isogénicos BALB/c:

a-) comparar o fechamento das feridas (epitelizagéo e cicatrizagéo) e os

aspectos histologicos destes processos entre grupos de animais

tratados ou ndo com a SDP;

b-) avaliar os aspectos microbiologicos das feridas dos animais tratados ou
ndo. Verificar a sensibilidade das bactérias detectadas aos antibitticos
mais freqiientemente utilizados e determinar a concentracao inibidora

minima da SDP filtrada e nao-filtrada;

c-) analisar o efeito do tratamento das feridas sobre as populagdes de
leucocitos circulantes. Verificar a viabilidade das células da medula
ossea dos camundongos expostas a SDP nao-filtrada. Testar in vitro se
ha producado de IL-4 e 6xido nitrico pelas células da medula éssea dos

camundongos BALB/c expostas a SDP filtrada e né&o-filtrada,

Concanavalina A, KM*, LPS e LPS com INF-y.



27

3. Material e métodos

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos BALB/c, machos, com idade de
doze semanas, gentilmente cedidos pelo biotério do Departamento de Microbiologia
Pérasitologia e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&do Paulo (USP). Os animais foram divididos em trés grupos de
dez cada um. A limpeza das gaiolas foi feita diariamente. Os animais foram mantidos
no biotério do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas — Bloco 2 A — Universidade

Federal de Uberlandia (UFU), a temperatura ambiente, com exaustao do ar. Agua e

alimento estiveram disponiveis ad libitum.

3.2 Instrumentos para o procedimento cirurgico

Foram utilizados um frasco de vidro com tampa metalica, algodao hidrofilo

com espessura de 3 cm e éter etilico’.

Desenvolveu-se um molde plastico transparente de 2 x 2 cm.

A pinga anatdémica e a tesoura de ponta fina de 14 cm foram esterilizadas
em autoclave a 120°C durante 30 minutos. Estes instrumentos foram utilizados na
ressecgdo de tecido do primeiro animal de cada experimento e foram desinfetados
no alcool etilico a 70% para uso nos outros animais.

Empregaram-se swabs esterilizados no Laboratério de Microbiologia do

Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia — Fundacdo de

% \Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro.
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Assisténcia e Pesquisa Universitaria (HC-UFU-FAEPU), nas coletas de material das

feridas para analise microbiolégica.

3.3 Substancias utilizadas topicamente nas feridas

Durante todo o periodo experimental, dependendo do grupo em que os
animais foram alocados, como se vai especificar no item 3.5, o tratamento das
feridas foi realizado com SDP micronizada® dispersa no creme Lanette (CL)* ou
apenas com CL. A SDP em pd, SDP no CL a 1% e o CL sem a adigédo do

antimicrobiano foram preparados e fornecidos pela Farmacia Passiflora Ltda

(Araguari M.G., Brasil).

3.4 Procedimento cirurgico

Cada camundongo foi introduzido em frasco de vidro de tampa metalica
tendo no fundo, algodao hidréfilo umedecido com éter etilico. Quando cessavam os
movimentos voluntarios do animal e ele se mantinha em respiracéo espontanea, era
retirado, pesado e devolvido para o frasco até retornar a situagdo de queda da
vigilia. Em seguida, os camundongos eram retirados novamente e colocados em
decubito ventral sobre placa de isopor. A area cirirgica foi delimitada com fucsina

basica e um molde plastico transparente de 2 x 2 cm, no dorso do animal, a 1 cm da

implantagéo das orelhas.

3 Galena, Brasil.
* Alcool de polioxietileno com alquil-sulfato de sodio (Galena, Brasil) a 15%,; oleato de oleila (Galena,

Brasil) a 16%; sorbitol (Galena, Brasil) a 10%; EDTA dissodico (Emelffar, Brasil) a 0,1%;
metilparabeno a 0,2% (Purifarma, Brasil); propilparabeno (Galena, Brasil) a 0,1%; butil-hidroxi-tolueno
(Emelffar, Brasil) a 0,05%; agua destilada em quantidade suficiente para (qsp) 100 ml.
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ApOs este procedimento, utilizou-se uma tesoura de ponta fina para extirpar a pele,

os paniculos adiposo e carnoso. A Figura 3 mostra a Glcera produzida no dorso dos

camundongos.

3.5 Divisao dos grupos de acordo com o tratamento das feridas

Imediatamente ap6s a ressecgdo da pele e dos paniculos adiposo e
carnoso, procedeu-se ao tratamento das feridas e a coleta de amostras para a
analise ao longo de todo o experimento. Os animais foram divididos em trés grupos,
conforme o que se passou sobre a ferida dorsal acima relatada: grupo A- espatula
de madeira estéril com SDP/CL,; grupo B (controle do veiculo)- espatula de madeira
estéril com CL; e grupo C (simulado ou sham) espatula de madeira estéril, sem a
adicdo de substancias. Os camundongos foram recolocados nas gaiolas e
observados quanto ao processo de epitelizagéo e cicatrizagéo, por um periodo de
até 33 dias. Para a coleta de material, um animal de cada grupo foi sacrificado, a
intervalos de 48 horas, do primeiro ao décimo terceiro dia do experimento. A partir
deste momento, os camundongos foram sacrificados no 25° 30° e 33° dias. A cada
coleta, os animais receberam denominacdo da seguinte forma: a letra
correspondente ao grupo seguido de um numero, de modo que, no inicio da

realizagéo das coletas, foi utilizado o nlimero 1 e, para o dltimo animal, no 33° dia, o

ntmero 10.

3.6 Observacao das feridas

Para avaliar os aspectos macroscopicos da ferida e pele vizinha durante a



30

evolugao do processo de cicatrizagdo, tais como formagdo de crosta, alopecia,
formacédo de pélos, epitelizagdo e contragdo, no periodo de 33 dias, os animais de
todos os grupos foram observados e fotografados com maquina Yashica FX-D, flash

CS-405 e macrolente Kyocera com zoom. A analise da evolugdo das feridas

cirtirgicas foi feita em fotografias de papel coloridas 15 x 10 cm.

3.7 Coleta das amostras de feridas

Imediatamente apos o procedimento cirurgico, retirou-se um animal de
cada grupo, denominando-os A1, B1 e C1, por ser o dia inicial do experimento, até
A10, B10 e C10 ao final do experimento, conforme foi descrito no item 3.5. Os
animais foram anestesiados por via inalatéria com éter e em seguida colocados em
decubito ventral sobre placa de isopor; ressecaram-se, com tesoura de ponta fina, a
pele, os paniculos adiposo e carnoso na borda lateral superior direita da ferida e a
cicatriz & medida que havia epitélio e/ou pélo. Os fragmentos de tecido foram
colocados em frasco ambar contendo formalina tamponada com PBS a 10%, para

posterior inclusao e cortes, visando a analise histologica.

3.8 Processamento histolégico das amostras biopsiadas

Dos fragmentos de tecido fixados em formalina, foram secionados
fragmentos de 3 mm cada um, com lamina 24 de bisturi, contendo transigao de pele
normal, ferida e/ou cicatriz. Tais amostras foram processadas conforme normas da
rotina do Laboratério de Anatomia Patoldgica do HC-UFU-FAEPU e incluidas em

parafina. As secgdes histologicas foram coradas por hematoxilina-eosina (HE) e
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tricrdmico de Masson. Durante o exame dos preparados histologicos foi realizada
avaliagdo semiquantitativa do tecido de granulagdo e da deposicdo de colageno,

expressando-se 0s resultados da seguinte maneira: 1+ grau discreto; 2+ grau

moderado e 3+ grau acentuado.

Utilizou-se o programa de computador HLIMAGE ++ 97 (Rev C, Copyright©
1995, 1996, 1997) para realizar a morfometria. Capturou-se a imagem dos tecidos
para o computador com a camara Olympus 200 acoplada ao microscopio BX 40.
Contou-se o nimero de vasos sanglineos, em dez campos, com a objetiva de 40 x,
equivalendo a area de 3200 uz cada campo. Utilizaram-se o mesmo nimero de

campos, a mesma area e a objetiva de 100 x, para contar fibroblastos e granulécitos

neutrofilos.

3.9 Coleta de amostras das feridas para analise microbiolégica

As amostras das feridas foram colhidas de todos os grupos de animais,
com swabs estéreis, imediatamente antes da realizacdo dos curativos diarios. Foram
levadas imediatamente ao Laboratorio de Microbiologia do HC-UFU-FAEPU e
semeadas nos meios de cultura agar-sangue, eosin methylene blue (EMB) e agar
Sabouraud e foram mantidas a 37 °C durante 48 horas. Quando houve crescimento
de colbnias, estas foram isoladas e identificadas. Para a identificagdo de
Staphyloccocus spp., utilizaram-se os testes da bacitracina, da novobiocina e da

fermentacéo da glicose. Os testes de Christie, Atkins e Munch-Peterson (CAMP), da
catalase e da coagulase foram empregados para estreptococos B-hemoliticos do

grupo B. Os testes de fermentagdo da lactose, da optoquina, da bilisculina, do

sorbitol, do tipo de hemdlise e do crescimento em meio hipertdénico de NaCl a 6,5%
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serviram ao reconhecimento de Streptococcus spp. Para a identificacdo de bactérias
Gram-negativas, utilizaram-se os seguintes testes bioquimicos: da oxidase,
oxidative-fermentative, redugéo de nitrato, produgdo de urease, H,S e indol

utilizagéo de arginina, citrato, fenilalanina, lisina, ornitina e malonato. Fermentacao

dos carboidratos lactose, rafinose, raminose e sacarose.

Realizou-se o teste de sensibilidade bacteriana a antibidticos in vitro
(antibiograma) pela técnica de difusdo em gel de BAUER ef al. (1966). Os discos
continham os agentes antibidticos: amicacina, ampicilina, aztreonam,
ampiciclina/sulbactam,  cefalosporina,  cefepime,  cefoxitina,  ceftriaxone,
ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina, imipenem, levofloxacina,
lincomicina, meropenem, pefloxacina, sulfazotrin e tetraciclina.

Observou-se, num periodo de 48 horas, se houve crescimento de colénias
de leveduras; em caso positivo, foi usado o sistema automatizado para identificacéo

destas (Vitek Systems ATB Expression Bio-Merieux SA La Balme les Grottes,

France).

3.10 Teste de susceptibilidade bacteriana a SDP em meio liquido
(concentracao inibidora minima)

Foram preparadas duas suspensdes de SDP em RPMI 1640 incompleto®

na concentragéo de 2 mg/ml. Ambas as suspensbes foram homogeneizadas, uma
com pipeta de 10 ml e a outra manualmente, durante 10 minutos. Aquela foi filtrada
em membrana de milipore 0,2 um. Ambas foram estocadas no congelador a -20 °C.
Dois dias apos, estas suspensbes foram diluidas no meio de cultura para

microorganismos, infusdo cérebro-coragéo (BHI).

*RPMI base, bicarbonato de sodio a 0,2% e 10 mM de HEPES, Sigma, USA.
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Obtiveram-se treze concentragdes, variando de 0,063 a 256 ng/ml. Adicionaram-se

as suspensdes nao-filtradas do antimicrobiano ao BHI com 5 x 10° unidades
formadoras de colénia (CFU) de Escherichia coli ®. As suspensdes filtradas do
antimicrobiano foram adicionadas ao BHI com 5 x 10° CFU de Staphylococcus
aureus ', em conseqliéncia, as concentragdes de SDP tornaram-se a metade das
originais. Os tubos de vidro transparente, ocluidos com algodao estéril, foram
incubados em estufa a 37°C por 22 horas. Analisou-se a turvagéo nos tubos com
base nos padroes nefelométricos de McFarland. Foi utilizada alca de platina
calibrada de 0,001 ml, para retirar uma amostra de material deste tubo e cultiva-lo
em placas de Petri com agar-sangue. As placas foram incubadas em estufa a 37°C

por 22 horas, apos o que foram feitas as contagens das coldnias resultantes.

3.11Coleta de amostras de sangue

Nos diferentes periodos e grupos previamente estabelecidos, os
camundongos foram colocados em decubito dorsal sobre placa de isopor, com as
quatro patas em abducdo maxima, fixadas com alfinetes. A seguir realizou-se
puncdo cardiaca, para-esternal esquerda, com agulha de 13 x 4,5 e seringa® de 1
ml. O sangue foi colhido até o 6bito do animal, colocado em frasco Microtainer®,
imerso em gelo por 6 a 8 horas e centrifugado a 1000 x g, por 10 minutos em
temperatura ambiente, para a obtengdo do soro. Adicionalmente, uma gota de
sangue foi colocada em lamina, realizou-se o esfregaco e corou-se pelo método de

Wright.

"ATCC 25922,
8ATCC 29213.

Becton Dickinson Industria Cirdirgica Limitada B-D, Curitiba, Brasil.
®Becton Dickinson and Company B-D,Franklin Lakes, USA.

Universidada Fedarsl da Uberiandia

_-v‘f'.q
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Estabeleceu-se a percentagem diferencial de leucocitos, através da leitura

microscépica no aumento de 1000 x.

3.12 Coleta da medula 6ssea

Para coleta da medula, os camundongos foram sacrificados e colocados
em alcool etilico a 70%. Incisou-se a pele da face anterior e medial dos membros
posteriores, regido inguinal e quadrantes posteriores do abdome e fez-se a divulsdo
dos musculos até atingir a tibia e fémur. Estes dois ossos foram retirados e imersos
em meio de cultura liquido RPMI 1640 incompleto’®. Em seguida, procedeu-se a

aspiragdo da medula éssea com seringa e aguiha 13 x 4,5, contendo 5 ml do meio

de cultura.

3.13 Cultura de medula 6ssea

Apo6s a coleta da medula 6ssea dos camundongos tratados ou ndo com
sulfadiazina de prata, a suspensao celular foi lavada duas vezes por centrifugacao a
250 x g, a 4°C, por 10 minutos. As células foram ressuspensas em meio RPMI
completo’’. A viabilidade foi determinada por contagem diferencial em camara de
Neubauer, na presenga do corante vital azul de Tripan. A concentragdo celular foi

ajustada de modo a conter 2 x10° células por ml de meio RPMI completo.

Slgma
" RPMI-1640 suplementado com bicarbonato de sédio a 0,2%, 10 mM de HEPES, 2 mM de L-

glutamlna 1 mM de piruvato de sodio, 100 mM de ammoaCIdos ndo-essenciais, 5 x 10° M de 2-
mercaptoetanol, Sigma, USA.e 5 % de soro bovino fetal (SBF), Gibco, USA.
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As amostras foram distribuidas (180 pl por pogo) em duplicata, em placas de cultura
de 96 pogos, com a adigdo ou néo de 20 pl por poco, dos estimulos e sulfadiazina
de prata filtrada, em membrana de milipore de 0,2 p, nas concentracées finais de
0,02 a 50 ug/ml, Con-A a 5 pg/ml, lipopolissacarideo (LPS) a 10 pug/ml, LPS a 10
ng/ml adicionado de 5% de meio condicionado de células L12L10, transformadas

para a producéo de IFN-y murino (IFN-y) ou 5% de IFN-y, apenas. Apds 48 horas de

cultivo a 37°C em estufa contendo ar e 5% de COy, os sobrenadantes foram
coletados e analisados quanto a produgao de IL-4 e NO.

Em um outro experimento, para o teste de viabilidade celular em 24, 48, 72
e 96 horas, foram adicionados em triplicata, os estimulos KM* a 2 ug/mi, Con-A a 5
ug/ml, e a sulfadiazina de prata nao-filtrada nas concentrac¢des finais de 0,3 a 250

ng/ml. Colheram-se os sobrenadantes destas placas para analise da producéo de IL-

4 e NO.

3.14 Teste de viabilidade das células de medula dssea cultivadas

Para se realizar o teste de viabilidade celular em 24, 48, 72 e 96 horas das
suspensbes celulares, descritas no Ultimo paragrafo do topico anterior, colocaram-se
10 ul de cada suspensdo e 5 pl de Fluoroquench™ entre lamina e laminula.
Contaram-se, ao microscopio Olympus BX50, quinhentas células, vivas e mortas, as

quais se coraram em verde e vermelho, respectivamente. Calculou-se a

porcentagem de celulas vivas.

"2 One Lambda, Canoga Park, USA.
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3.15 Dosagem de IL-4

Para a dosagem de IL-4, placas de poliestireno de alta afinidade’ foram
incubadas por 18 horas a 4°C, apos a adigdo de 50 pl por orificio de anticorpo
monoclonal’ na concentracdo de 10 pg/ml, diluido em tampao carbonato-
bicarbonato 0,06M, pH 9,6 (TC). Em seguida, as placas foram bloqueadas com
solugao de leite em po6 desnatado’™ a 5% em PBS (PBS-M 5%), por uma hora, a
temperatura ambiente. Apos o bloqueio, as placas foram lavadas com PBS contendo
Tween 20 a 0,05% (PBS-T 0,05%)'°. Em seguida, adicionaram-se as diferentes
concentracdes da curva padrdo’’ a partir de 10 ng/ml até a 112 diluicio na razéo
dois, assim como as amostras testes as quais foram incubadas a 4°C por 18 horas.
No dia seguinte, as placas foram lavadas com PBS-T 0,05%, adicionou-se o
segundo anticorpo'® na diluicio de 1:5000, em PBS-M 5% e, incubou-se a 37°C por
1 hora. As placas foram lavadas novamente e adicionou-se o conjugado
enzimatico'® na diluigao de 1:10.000 em PBS-T 0,05%. Apds uma hora de incubacéo
a 37°C, as placas foram lavadas e a reatividade determinada pela adicdo de
substrato enzimatico®, diluido em tampéo citrato-fosfato 0,1M, pH 5,5, contendo
peridrol”’ a 0,03%. Ap6s 15 minutos de incubagéo, a reagéo foi interrompida pela

adicdo de acido sulfurico 2N e a leitura efetuada a 492 nm em leitor de

microplacas®.

Cornmg USA;
Antu IL-4, BVD86, ATCC, USA,
Nestle Aragatuba SP;
Slgma USA.
rMu IL-4, Sigma, USA.
Antlcorpo monoclonal anti-IL-4 biotinilado, obtido do hibridoma 11B11, ATCC, USA.
AVldlna ligada a peroxidase, Sigma, USA.
Orto fenilenodiamina (OPD), Sigma, USA.
v ! Merck.
Flow Titertek Multiskan Plus, USA;



3.16 Dosagem de nitrito (NO,)

Utilizou-se o método de Griess para a dosagem de NO,, uma maneira de
se avaliar a produgao de oxido nitrico (NO). Como curva-padrao, foi utilizado o
NaNO,* com diluigdo inicial de 200 uM até 0,19 uM, em agua bidestilada. Nao se
diluiram as amostras sobrenadantes de cultura das células da medula 6ssea. O
reagente de Griess?* foi misturado na proporcdo de 1:1 (NEED:Sulfanilamida). As

amostras, bem como todas as diluigdes da curva-padréo, foram adicionadas em um

volume de 50 ul, em pogos de microplacas. Em seguida, acrescentou-se o reagente
de Griess, também num volume de 50 pl, nos pogos em que se colocaram a curva e
as amostras. A leitura foi realizada em leitor de microplacas a 570 nm. A

concentracao de NO, presente nas amostras foi calculada de acordo com a curva de

regressao linear.

3.17 Analise estatistica

Para a analise dos resultados utilizou-se o GraphPad . Foi aplicado o
teste t de Student para duas amostras independentes a fim de comparar os grupos
A, B e C em relagédo a porcentagem de leucdécitos no sangue periférico e ao nimero
de fibroblastos, granuldcitos neutréfilos e vasos na lesdo cutanea; em relagcdo a
porcentagem de células de medula 6ssea nas suspensdes controle, com KM*, Con-
A e sulfadiazina de prata nao-filtrada. Em todos os testes, fixou-se em 0,05 ou 5% o

nivel para a rejeigédo da hipdtese de nulidade.

Vetec
?* Sulfanilamida a 1% (Sigma) em H;PO4 a 2,5%, NEED a 0,1% (Sigma) em HzPO,4 a 2,5%.

% A vers&o 3.00 para Windows do “Software”, San Diego, Califérnia, USA, www.graphpad.com




4. Resultados

4.1 Analise macroscadpica da ferida

As feridas dos animais no grupo C mantiveram-se mais secas que as dos
grupos A e B desde o segundo dia do experimento (Figura 4). Foi notada alopecia
em torno das feridas nos animais dos grupos A e B a partir do décimo-primeiro dia
pos-operatorio (PO; Figura 5). Detectaram-se pélos na periferia da alopecia no 15°
dia PO, nos animais do grupo B e no 16° dia PO no grupo A (Figura 6).

As feridas tornaram-se completamente fechadas no 22°, 28° e 31° PO nos

animais dos grupos C, B e A, respectivamente. Observaram-se os pélos, vizinhos as

lesbes, cobrindo-as parcialmente ou totalmente (Figura 7).



Figura 3.

Figura 4.

Ulcera de 2 x 2 cm ap6s a retirada da pele e dos paniculos
adiposo e carnoso no dorso do camundongo BALB/c.

Segundo dia pos-operatorio. Os pélos em torno das feridas dos
animais dos grupos A (sulfadiazina de prata com creme Lanette)
e B (creme Lanette), estao impregnados com medicamentos. No
animal do grupo C (controle) ndo se aplicou nenhum produto
quimico.



Figura 5. Observa-se uma area de alopecia (A) em torno da ferida nos animais
dos grupos A (sulfadiazina de prata com creme Lanette) e B (creme
Lanette). No animal do grupo C (controle sem medicamento), ndo ha

alopecia.

Figura 6. Notam-se pélos (P) nos locais da alopecia nos animais dos
grupos A (sulfadiazina de prata com creme Lanette) e B (creme
Lanette) e em torno da cicatriz no animal do grupo C (controle
sem medicamento).
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Figura 7. Feridas totalmente epitelizadas no 31° PO do animal do grupo A
(sulfadiazina de prata com creme Lanette), 28° PO do animal do
grupo B (creme Lanette) e 22° PO do animal do grupo C
(controle sem medicamento).

Figura 8. Histologia cutanea normal de camundongo BALB/c. E: Epiderme; D:
derme; PA: paniculo adiposo; PC: paniculo carnoso; FP: foliculo
piloso. Tricromico de Masson; aumento original 40x.
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4.2 Analise histolégica das amostras de pele

A Figura 8 mostra a histologia normal da pele e tecidos subjacentes no
Camundongo BALB/c. As Figuras 9-16 mostram a evolugéo histologica das feridas
em cicatrizagc&o, nos animais dos trés grupos experimentais, quanto ao surgimento

do tecido de granulacao e a deposigéo de colageno.

A analise semiquantitativa da formacgéo do tecido de granulagdo e dos
depdsitos de colageno, nos trés grupos de animais estudados, esta demonstrada na

Tabela 4.

De acordo com a Tabela 5, a média de fibroblastos foi significantemente
maior no grupo C do que no grupo A, nos dias O e 4° PO; esta diferenca de valores,
entre os dois grupos, se inverteu no 30° PO. A média de fibroblastos foi
Significantemente maior no grupo C do que no grupo B no dia 0 PO; e
significantemente menor no 25° e 33° PO.

A média de neutréfilos foi significantemente maior no grupo C do que nos
9'upos A e B, no 12° PO (Tabela 5).

A média do nimero de vasos foi significantemente maior no grupo C do
que no grupo A, no 4° e 10° PO. Foi maior também que no grupo B no 4° PO. Esta
relacdo de superioridade, entre os grupos B e C, se inverteu no 30 e 33° PO (Tabela
S).

A média do numero de vasos foi significantemente maior no grupo B, do
que no grupo A, no 6° PO. Houve inversio da diferenca entre estes dois grupos, no

8° PO (Tabela 5).



Figura 9. Quarto PO, B3 (creme Lanette). Notam-se hiperplasia epidérmica =
tecido de granulagao (TG) e depdsito de colageno (C).Tricrémico de
Masson: aumento de 40x.

Figura 10. Quarto PO, C3 (controle sem medicamento). Notam-se crosta de
fibrina (CF), hiperplasia epidérmica e tecido de granulagao.
Tricromico de Masson: aumento de 40x.
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Figura 11. Sexto PO, A4 (sulfadiazina de prata com creme Lgnettc;)é
Notam-se hiperplasia epidérmica (E), t?} % i
granulacdo (TG) e depdsito de colageno (C). Tricr
de Masson: aumento de 40x.

Figura12. Décimo-segundo PO, A7 (sulfadiazina de prata com
creme Lanette). Notam-se hiperplasia-epldermlca (E) ?
depésito de colageno (C). Tricromico de Masson:
aumento de 40x.
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Figura 13. Décimo-segundo PO, B7 (creme Lanette). Notam-se hiperplasia
epidérmica (E), depdsito de colageno (C) e tecido de
granulagdo (TG). Tricrdmico de Masson: aumento de 100x.

Figura 14. Décimo-segundo PO, C7 (controle sem medicamento). Notam-se
hiperplasia epidérmica (E), depdsito de colageno (C) e
tecido de granulagdo (TG). Tricromico de Masson: aumento
de 40x.
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F' L . .
Igura 15. Trigésimo-primeiro PO, A9 (sulfadiazina de prata com cr.
Lanettt’a). Notam-se hiperplasia epidérmica (E) e depésitsme
de colageno (C). Tricromico de Masson: aumento de100x

Figura 16. Trigésimo-terceiro PO, B10 (creme Lanette). Notam-se
hiperplasia epidérmica (E), depdsito de colageno (C)e
um cisto epidermdide (CE).

Tricromico de Masson: aumento de 100x.



Tabela 4 - Analise semiquantitativa da formagéo de colageno e tecido de
o em cortes das lesdes cuténeas dos

granulacga
Camon g0 O ete (arupo B) & noratedos.
(grupo C). grupo B) e néo-tratados
Grupos Animais Tecido de Colageno
granulagéo
A1 i -
A2 - .
A3 - -
A4 2+/3+ 1+/3+
A A5 3+3+ 2+/3+
AB 3+/3+ 2+/3+
A7 3+/3+ 2+/3+
A8 NE NE
A9 - 3+/3+
A10 AM AM
B1 - .
B2 - -
B3 1+/3+ 2+/3+
B4 3+/3+ 2+/3+
B B5 3+/3+ 2+/3+
B6 3+/3+ 2+/3+
B7 3+/3+ 2+/3+
B8 - 3+/3+
B9 - 3+/3+
B10 - 3+/3+
C1 - .
c2 - .
c3 2+/3+ -
c4 2+/3+ 1+/3+
C c5 NE NE
c6 3+/3+ 2+/3+
c7 3+/3+ 3+/3+
c8 - 3+/3+
co - 3+/3+
c10 - 3+/3+

- auséncia; 1+: grau discreto; 2+: grau moderado; 3+: grau acentuado; NE: area
da; AM: animal morto.

cirurgica nao evidencia
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aneas dos camundongos BALB/c trétados

Tabela 5 - Morfometria das lesoes cut
(grupo A) ou creme Lanette (grupo B) e

com sulfadiazina de prata
nio-tratados (grupo C). |

*—_———————,’——ﬂ/
Fibroblastos Neutrofilos' Vasos' ;
PO” Grupo MEDIA:SD° MEDIA  SD MEDIA & SD |
A1 12+14 45+4,5 0,5+ 1,1
0 B1 06 0,97 6,972 12+1.0
C1 29+1,9 6,467 15414
A2 19+25 32%20 1,8+ 0,92
2 B2 17+1,8 4,4+33 1.8+16
C2 21£13 33+1,8 15+13
A3 3.4 + 3,4 4,6+ 3,8 2,9+ 1,1
4 B3 9.0 £ 3,4 4,8+3,5 32+1,3
C3 7,5+4,1 34£272 5024
A4 68+23 1,517 1,9 + 0,88
6 B4 07 +38 24+24 32+14
C4 9.8 +6,9 29+1.3 28+14
A5 8.8+26 1,2£1,0 52+27
8 B5 9.5+ 3,6 0,3+0,95 20%12
C5 NE?* NE NE
AB 6.4+43 2,543,5 3,0%2,1
10 B6 84+35 21+25 57+3,5
C6 93456 1.1£2,0 34+1,3
A7 86+28 0,2+0,42 54132
12 B7 98240 0913 4,7+0,82
c7 94+ 3,0 3632 6,155
A8 NE NE NE
25 B8 6.4 +2,0 0,30£0,67 4,0+ 1,1
C8 3816 0 36+1,8
A9 55+33 0,20 £ 0,42 3722
30 Cc9 29421 0,70 1.1 39+18
B9 37+28 0 23+1,4
A10 AM® ?N AM
33 B10 59+ 3,1 o 43+24
C10 32+20 _ 1,9+14
Afilos e vasos sanglineos por 3200 p*; “PO=

T -
nlmero de fibroblastos, gran
pés-operatorio;

morto.

3gD= desVio

ulocitos ?eutro
padrao; NE=

area cirargica néo evidenciada; *AM= animal
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4.3 Avaliagdo da presenca de microorganismos nas feridas

Como se observa na Tabela 6, houve predomindncia de bactérias da

espécie Staphylococcus saprophyticus nos grupos A e C. Bactérias da espécie

Citrobacter diversus € do género Klebsiella foram predominantes no grupo B. Outros

tipos de bactérias também cresceram nas culturas, porém em menor freqiiéncia.

Apenas uma espécie de levedura de crescimento rapido foi detectada em uma

amostra do grupo B.

As Tabelas 7, 8 € 9 mostram que bactérias da mesma especie

de sensibilidade € resisténcia, aos antibioticos testados,

apresentaram perfil

semelhante para os trés grupos.

ncentragao inibidora minima da SDP

4.4 Avaliagdo da co

Nao se observou turvagao no frasco de SDP nao-filtrada a concentracgéo de
o de duas colonias de Escherichia coli, ap6s a

128 pg/mi. Houve cresciment

semeadura de uma amostra desta suspensao.

pondente & existéncia de 3 x 1 0® bactérias

Observou-s€ turvagéo, corres

e SDP nao-filtrada em concentracdes abaixo de 128 pg/mi

por ml, nas suspensoes d

e em todas as suspensdes de SDP filtrada.

leucocitaria no sangue periférico

4.5 Avaliagao da porcentagem

enca estatistica significante, ao se

Observou-se qué nao houve difer
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comparar os trés grupos, quanto a porcentagem de leucocitos presentes nas
ara ,

amostras (Tabela 10).




Tabela 6- Analise microbiolégica qualitativa da ici
s superficies das feri
dos camundongos BALB/c no periodo pos-operatorio fendas
tratados ou ndo com sulfadiazina de prata. ’

- . | '] T
Microorganismos ' mais freqiientes (+1-)*

Amostras®
Agras S'I_'A S'I_'R EItlT C_IT KLE PRO Fungos

A2 + . - . i i i

A3 . : : . : i '

A4 - . - . i i i

A5 + + - - - )

A6 + + - - . ) )

A7 - - + - - i i

AB NR® NR NR  NR NR !

A9 NR NR NR NR NR HE HE

A10 NR NR NR NR NR NR NR

B1 - - - - - - +

B2 + - - + + -

B3 + - : + L i

B4 + — - + - -

B5 - - - - + + i

B6 - - - + - - i

B7 - - - + - - i

B8 NR NR NR NR NR NR NR

B9 NR NR NR NR NR NR NR

B10 NR NR NR NR NR NR NR

C1 - - - il - - -

C2 + - } - - - -

C3 + - - * * - -

C4 + - - - - - .

C5 + - i} ) - - -

C6 + - - ) - -

C7 + - g - - ) -

C8 NR NR NR NR NR NR NR

C9 NR NR NR NR NR NR NR

C10 NR NR NR NR NR NR NR
"Foram analisados quanto a presenca dos seguintes microorganismos: STA =
Staphyloccocus  SPP; STR = Streptococcus SPP ENT = Enterococcus spp; CIT=
Citrobacter spp; KLE = Kiebsiella spp; PRO = Proteus spp; Candida colliculosa =
Levedura de crescimento rapido. “Presenca (+) ou auséncia (-) do respectivo

foram coletadas em sete periodos diferentes em

. . . 3
microorganismo analisado.”AS amostras lets
(sulfadiazina de prata em creme Lanette), B

cada grup
(creme Lanette), C
quanto ao crescimento
cicatrizagéo total das feridas.

o de animais denominados A
hum tratamento medi [
gtament edlgamentoso), e analisados
, nao realizada por ter ocorrido a

(ndo recebeu nen
de microorganismos.
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Tabela 7 — Sensibilidade e resisténcia das bactérias isoladas das
superficies das feridas dos camundongos BALB/c, no periodo
pés-operatodrio, tratados com sulfadiazina de prata em creme

Lanette (grupo A).

Microorganismos' mais freqiientes (+/-)*
Amostra® STA STR ENT CIT KLE PRO
A1 - - - - - -
Y a, e g h,
i,j,I,mn,aq,
A2 rnu,v,wy - - - - -
&t X
A3 - - - - - -
A4 - - - - - -
Y a g, hi vahbdijk]
L mn, o, m, n, s,V
A5 qg,rnstuyv, - - - -
w,y
& X 4p, X
Y a,egh Vv bdejk,
ij,,mno, mnnonqs,YV,
A6 q,ruv,w, y - - - -
y
ot x 4p X
Y a e g h, vb,dKkxy
i, §,1,m, n,o,
A7 q,r s u\v, - - - -
w,y
ot x e jlp s v
A8 NR? NR NR NR NR NR
A9 NR NR NR NR NR NR
A10 NR NR NR NR NR NR

= Staphyloccocus spp, STR = Streptococcus spp; ENT =

Microorganismo: STA =
Enterococcus spp; CIT= Citrobacter spp, KLE = Klebsiella spp; PRO = Proteus spp.
Presenga (+) ou auséncia (-) do respectivo microorganismo analisado. *As amostras

foram coletadas em sete periodos diferentes, o grupo de animais foi denominado A
(sulfadiazina de prata em creme Lanette). Analisou-se o crescimento de mlcroorgamsmos

testou-se a sensibilidade aos agentes antlblotlcos (BAUER et al. 1966) amicacina®,
ampiciclina®, aztreonam®, amplmclma/sulbactam cefalosporma cefeplme cefoxmnag
ceftriaxone”, Ciproﬂoxacma clindamicing’, cloranfenlcol entromlcma gentamicina™ ;
imipenem", levofloxacina®, lincomicina®, meropenemq oﬂoxacma oxacilina®, pefloxacina',
rlfamplcma sulfazotrin', teicoplanina®, tetracnclma evancomlcmay (V) Sen5|bllldade ao
antibistico. (a)Re3|stenC|a ao antibidtico. “NR, nao realizada por ter ocorrido o fechamento

total das feridas.
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Tabela 8— Sensibilidade e resisténcia das bactérias isoladas das superficies

das feridas dos camundongos BALB/c, no periodo pés-operatorio,
tratados com creme Lanette (grupo B).

Microorganismos’ mais freqiientes (+/-)2

Amostra® STA STR ENT CIT KLE PRO
B1 - - - - - B
Vv a e g h, VY a, cf hi, V¥ a, ¢ de,
i, j, m, n,o, m,n,o0,q,tv f g him,
B2 q,rs, uv, - - no,qtv -
w,y
&t X 4 beg 4 b
Vaegh, V¥ acfh,i ¥ a, c de,
i, j, 1, m n,o, m,n,oqtv fg him,
B3 q,r u, v, w, - - noqtv -
X,y
o st s b deg & b
Vaghiij Vv acdfh Varcde,
[, m, n,o,d, i,m,no,qt fgh,im,
B4 r,s, u,Vv,w, - - \; n,oqtv -
X,y
ot 4 beg 4 b
Yafgh Vabf
B5 _ - - - ibm,n,0,04, g him
t, v n,oaqt v
o b
Yacdfh,
B6 - - - i,m n,o,qt, - -
v
4 beg
Vacdfh,
B7 - - - imn, o qt - -
v
4 beqdg
B8 NR* NR NR NR NR NR
B9 NR NR NR NR NR NR
B10 NR NR NR NR NR NR

1morgamsmg; STA = Staphyloccocus spp; STR = Streptococcus spp; ENT = Enterococcus
Spp; CIT= Citrobacter spp; KLE = Klebsiella spp; P?O = Proteus spp. “Presenca (+) ou
auséncia (-) do respectivo microorganismo analisado. “As amostras foram coletadas em sete
Periodos diferentes, o grupo de animais foi denominado B (creme Lanette). Analisou-se o
crescimento de microorganismos, testou-se a sensibilidade aos agentes antibidticos (BAUER
et al,1966): amicacina®, ampiciclina®, aztreonam?, ampiciclina/sulbactam®, cefalosporina®,
cefepime’ cefoxitina?, ceftriaxone”, ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol, eritromicinal,
gentamicina™, imipenem”, levofloxacina®, lincomicina®, meropenem®, ofloxacinal, oxacilina®,
pefloxacina’, rifampicina”, sulfazotrin’, teicoplanina®, - tetraciclina® e vancomicina’. (V)
Sensibilidade ao antibidtico. (#)Resisténcia ao antibidtico. *NR, ndo realizada por ter ocorrido

0 fechamento total das feridas.
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Tabela 9- Sensibilidade e resisténcia das bactérias isoladas das superficies
das feridas dos camundongos BALB/c, no periodo pés-operatdrio,

nao tratados com medicamentos (grupo C).

Microorganismos' mais freqiientes (+/-)°

Amostra® STA STR  ENT CIT KLE PRO
C1 - - - - - -
Y ailm,
n,o,q,r,s,
C2 u v, w,y - - - - -
4 e g hjt,
X
Y a, e, g, h, V a, ¢, f, h, i, \ 4 a, C, d,e,
i,j, I, mn,o, m,n,o,q,tv f g him,
C3 q,ruvw, - - n, o, q, ta \ -
X,y
4 st 4 bdeg & b
Y a e qg,h,
i, j, 1, m n, o,
C4 q,r s u,Vv, - - B - -
w,y
&t x
v a g hi
I, m n,o,
C5 g, r s uv, - - - - -
W,y
& f X
v a g hi
j, I, m,n, o,
C6 g,r s, u,Vv, - - } B B
w,y
A f X
Yaeqgh,
i,j,[,m n, o,
C7 g,r s, u,V, - - - - }
W,y
ot x
C9 NR NR NR NR NR NR
NR NR NR NR NR
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- C10_ NR
Microorganismo; STA = Staphyloccocus spp, STR = Streptococcus spp; ENZT = Enterococcus
Spp; CIT= Citrobacter spp; KLE = Kiebsiella spp; PRO = Profeus spp. “Presenca (+) ou
auséncia (-) do respectivo microorganismo anallsa‘do. As amostras foram coletadas. em sete
Periodos diferentes, o grupo de animais foi denominado C (sem medlcamgn.t'o). Analisou-se o
Crescimento de microorganismos, testou-se a sensibilidade aos agentes antr%notlcos (BAUER et
al,1966): amicacina® ampiciclina®, aztreonam’, ampiciclina/sulbactam®,  cefalosporina®,
cefepime’, cefoxitina®, ceftriaxone”, ciprofloxacina, clindamicind, cloranfenicol¥, eritromicina’,
9entamicina™, imipenem”, levofloxacina®, lincomicina®, meropenem®, ofloxacina’, oxacilina®,
Pefloxacina, rifampicina’, sulfazotrin’, teicoplanina®, getraciclinax e vancomicina’. (V)
Sensibilidade ao antibiotico. (#)Resisténcia ao antibiotico. "NR, néo realizada por ter ocorrido o

fechamento total das feridas.
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Tabela 10 - Porcentagem de células leucocitarias, nas amostras de sangue
periférico dos camundongos, apods cirurgia e tratamento ou nao

com sulfadiazina de prata.

Diferencial de leucocitos (%)

Eosinofilos Linfdcitos Monocitos

Amostras' Bastonetes Segmentados

A1 0 31 0 67 2
A2 1 24 1 72 2
A3 3 45 1 50 1
A4 8 64 0 26 2
A5 4 55 1 38 2
AB 12 18 0 65 5
A7 7 40 0 51 2
A8 0 6 2 90 2
A9 NR? NR NR NR NR
A10 NR NR NR NR NR
B1 2 18 1 75 4
B2 0 30 1 61 8
B3 10 65 1 20 4
B4 6 58 0 30 6
B5 4 55 1 38 2
B6 10 50 0 40 0
B7 10 47 0 37 0
B8 0 46 1 50 3
B9 NR NR NR NR NR
___B10 NR NR NR NR NR
CA1 NR NR NR NR NR
C2 0 38 1 60 1
C3 5 47 1 40 7
C4 3 61 0 32 4
c5 1 24 1 72 2
Cé6 6 43 0 49 2
C7 3 34 1 52 10
C8 1 41 1 50 7
C9 NR NR NR NR NR
C10 NR NR NR NR NR
ue dos camundongos que foram submetidos a ressecgao

T‘

Foram colhidas amostras de sang _ , SE

cirdrgica, em 9 periodos, 2 partir do dia zero e, realizadas as contagens diferenciais de

leucécitos. O grupo A recebia 0 tratamento com sulfadiazina de prata em creme Lanette, 0 grupo
grupo C nao recebeu nenhum tratamento

B apenas o veiculo (creme Lanette) e © ) o
medicamentoso. 2NR, n&o realizada, devido as amostras conterem quantidades insuficientes de

sangue para a analise.
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4.6 Avaliagéo da viabilidade das células de medula éssea

A porcentagem de células vivas, do camundongo BALB/c, apresentou-se

significantemente mais baixa do que nas suspensoes controle, quando as células

foram expostas a SDP nao-filtrada nas concentragoes entre 50 pg/mi e 250 pg/ml. A

viabilidade das células, nas suspensoes de SDP nao-filtrada & concentragéo de 25

ng/ml, apresentou-se mais proxima da viabilidade da suspensao controle no periodo

de 72 horas. Nao houve diferenca significante estatisticamente entre a porcentagem

de células vivas nas suspensoes controle, da SDP nao-filtrada nas concentracoes

abaixo de 25 pg/ml, do KM* a 2 pg/ml e da Con-A a 5 pug/ml (Figuras 17 € 18).

4.7 Analise da produgéo de IL-4 e NO

Com o objetivo de analisar se as células da medula ossea murina estariam

sofrendo alguma interferéncia devido ao tratamento com sulfadiazina de prata

filtrada e nao-filtrada, LPS com € sém IFN-y, IFN-y, Con-A e KM, os sobrenadantes

dessas células foram colhidos € analisados quanto a produgao de IL-4 e NO.

Observou-se que a sensibilidade da reacio foide 0,4 a 10 ng/ml e 4 a 200 pM, para

IL-4 e NO,, respectivamente (Figuras 19 e 20). A quantidade de IL-4 e NO

Produzidos, nas amostras analisadas, estiveram abaixo do limite de detecgao.
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Figura 17. Determinagao da viabilidade das células da medula o¢ssea, do
camundongo BALB/c, nos periodos de 24 h (A) e 48 h (B). Colocaram-

se 180 pl, por pogo na placa de cultura de 96 orificios, da suspensao

contendo 2 x10° células por ml em meio de cultura RPMI completo.

a, com a adigao ousem de 20

Distribuiram-se as amostras, em triplicat
ul por pogo da sulfadiazina de prata nao-filtrada, KM* e Con-A, cujas
concentracdes finais foram de 0,3 a 250 pg/ml; 5 pg/ml e 2 pg/ml,

respectivamente.
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Figura 19. Curva padrdo para dosagem de IL-4 em sobrenadantes de cultura de
células da medula 6ssea adicionadas de SDP filtrada; SDP néo-

filtrada; Con-A e KM* nas concentragdes finais de 0,02 a 50 pg/ml; 0,3
a 250 pg/ml; 5 ug/mie 2 ug/ml, respectivamente. LPS a 10 pg/ml, LPS
a 10 pg/mi adicionado de 5% de meio condicionado de células L12L.10

(IFN-y murino) ou 5% de IFN-y, apenas.
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células L12L10 (IFN-y murino) ou 5% de IFN-y, apenas.
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5. Discussao

Escolha dos animais € freqiiéncia de uso dos medicamentos

No presente estudo, optou-se por trabalhar com camundongos machos

cos e para evitar provaveis influéncias do ciclo hormonal

BALB/c, por serem isogéni

feminino sobre a cicatrizagao. Estes animais tém sido utilizados em pesquisa de

ios centros do mundo também por causa de seu facil

Cicatrizacao de feridas em var

manuseio.

mentos sobre as feridas uma vez ao dia, por

Aplicaram-se ©0S medica

os com a SDP topicamente.

analogia com a rotina dos pacientes humanos tratad

Alopecia, crescimento dos pélos e epitelizagéo das feridas
Observa-se que a maioria dos protocolos experimentais na cicatrizagéo das

feridas cutdneas adota a tricotomia prévia (BROWN et al, 1988; LEITCH.

993; LANSDOWN et al.,

dotada no presente experimento. A

KUCUKCELEBI, ROBSON, 1 1997: FRANK et al,, 1999;

STALLMEYER ef al, 1999), conduta nao a

das neste estudo nao foi prejudicada por néo se

observagao macroscopica das feri

a favoraveis a nao-realizacao da

ter realizado a tricotomia. Um dos pontos de vist

empo, foi a oportunidade de se constatar

tricotomia, além da economia de t
ciacao da aplicagao do creme Lanette (CL) com a queda

Macroscopicamente a asso
dos pélos; até onde sabemos, tal efeito nao foi relatado anteriormente. No trabalho
de Lansdown et al. (1997) nao houve evidéncias que a SDP influenciara 0
Crescimento dos pélos nos ratos. Os queratinécitos de prepucios humanos juvenis,

m, a microscopia eletronica, deformidades na

e : y
Xpostos & SDP in vitro, apresentara
imento das organelas cito

G, SCHMID, 1996). No presente

Membrana celular, intumesc plasmaticas € a destruicao da

Membrana nuclear (SCHALLER, KORTIN



estudo, notou-se que os pélos comegaram a surgir, no local da alopecia, 7 dias apés
a interrupgéo do contato direto com a SDP/CL ou o CL. Supée-se que a toxicidade
Sobre os queratindcitos tenha sido induzida por dois componentes do CL, ésteres do
acido parahidroxibenzoico designados como metil e propilparabeno, cuja
Ciliotoxicidade foi descrita por Jian & Po (1993). E provavel que tenha havido uma
Somatoéria dos efeitos citotoxicos destas substancias e da SDP, apesar da falta de
evidéncias, a microscopia de luz, de toxicidade sobre os queratindcitos que

formaram a neoepiderme, considerando que a hiperplasia epidérmica detectada nos

animais dos trés grupos foi semelhante.
A andlise das Figuras 6 e 7 sugere que a toxicidade da SDP/CL (grupo A) e

CL (9rupo B) sobre queratindcitos foi reversivel, pois os pélos se mostraram

Semelhantes macroscopicamente nos animais dos trés grupos.

A diferenca de tempo para fechar as feridas (22°, 28° e 31° PO no animal

do grupo C, B e A, respectivamente) parece nao ter gerado, no periodo observado,

Cobertura cutanea melhor no camundongo sem tratamento.

Geronemus. Mertz & Eaglstein (1978) observaram macroscopicamente, em

feridas de porcos domésticos, reepitelizagao mais rapida quando se utilizou a SDP

e/ou o veiculo desta. Estes autores ndo informaram guais sao os componentes do

creme hidromiscivel veiculador da SDP e, sugeriram que a reepitelizagdo rapida nao

tivesse sido por causa da agéo antimicrobiana da SDP.
Fox (1983) descreveu que 2 razao SDP:DNA bacteriano é muito mais

elevada que a razao SDP:DNA da célula epitelial, e supds que seja este o motivo

Pelo qual a SDP inibe as divisoes bacterianas € ndo impede a regeneracdo das

Celulas epiteliais.
Aspectos histolégicos da cicatrizagao das feridas
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De acordo com a Tabela 4, a SDP n&o parece ter acelerado a cicatrizacdo
das feridas, considerando que, no grupo, o tecido de granulagédo foi evidenciado

Somente a partir do 6° dia PO, enquanto, nos animais dos grupos B e C, ja era

perceptivel no 4° dia PO.

Por outro lado, o CL se associou a tecido de granulagdo e proliferacao
colagena evidentes ja no 4° dia PO. Nesta data, os camundongos dos outros grupos
Nao mostraram sinais de fibrose colagena (embora o controle C ja tivesse tecido de

granulagio). Isto sugeriria que o CL estimula cicatrizagdo mais precoce.

Tais conjecturas devem ser encaradas com reservas, levando em conta
que se analisou apenas um animal de cada grupo em cada dia de sacrificio. Assim,
0 camundongo do grupo A (SDP) morto no 4° dia PO poderia ter alguma condicao
associada a ma cicatrizagao, enquanto o do grupo B (CL) sacrificado no mesmo dia
poderia apresentar, por alguma razao, tendéncia a cicatrizagado mais precoce. Deve-
se frisar que os animais nao foram autopsiados ap6s o sacrificio. Para avaliar melhor
tal questdo, deve-se estudar um numero maior de animais submetidos aos

tratamentos descritos e cujas lesbes sejam colhidas nas mesmas datas.

O comportamento dos trés grupos, a partir do 6° dia PO, parece

Semelhante em relagéo ao tecido de granulagdo (que é evidente ate o 12° dia PO e
N30 mais do 25 ° dia PO em diante) e a fibrose colagena (que é maxima a partir do
25°%a 30° dia PO).

Os resultados do estudo morfométrico (Tabela 5) foram freqlientemente
Contraditérios em relagdo a contagem de fibroblastos e vasos sanglineos ao nivel
das feridas. Quanto aos fibroblastos, observaram-se diferengas significantes
Somente nos dias 2, 4 e 30 do PO, com numeros maiores, respectivamente, em C

2, CceB (4) e A (30). N&o parece sensato que houvesse mais fibroblastos no
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Camundongo controle no 2° PO (exceto se o animal ja os tivesse previamente ao
eXperimento). Também foge a légica o predominio de tais células no animal do
grupo A (SDP/CL) no 30° dia, considerando que a fibrose coldgena, nesta data,

Ocorreu em igual intensidade na pele deste animal e dos representantes dos outros

grupos (B e C), conforme consta da Tabela 4.

A analise morfométrica dos vasos mostrou resultados ainda mais
Paradoxais, com predominio significante em animais dos diferentes grupos ao longo
do experimento. Por exemplo, no 4° PO, constatou-se maior niimero de vasos em C;
no 6° PO, em B: no 8° em A e, no 10° de novo em C. Tal alternancia, em principio, &
inexplicavel.

Pareceu haver coeréncia dos achados morfomeétricos somente em relacéo
aos granuldcitos neutrofilos que, segundo a Tabela 5, ndo mostraram diferengas
significativas nos animais dos trés grupos, exceto no 12° PO, quando a pele do
Camundongo controle (C7) mostrou neutrofilia tissular significantemente maior que a

de seus pares sacrificados na mesma data; talvez isto tenha ocorrido por infeccao

Secundaria local.
A inconsisténcia dos resultados dos exames morfometricos néo ¢ facil de

justificar. O examinador dos preparados histologicos foi sempre o mesmo; nao se

Questiona a qualidade das laminas examinadas e ndo houve mudanc¢as de aparelho

No decurso dos varios exames.
Nao se pode excluir a nosso ver, que as diferengas e variagdes observadas

se liguem ao fato de que se examinaram amostras cutaneas de animais diversos
(um de cada grupo, por vez, em cada uma das dez datas do experimento). E

Passivel que o estudo de um nimero maior de camundongos por data diminuisse ou

até eliminasse as discrepancias dos resultados.
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Lansdown ef al. (1997) relataram que o uso da SDP nas feridas cirdrgicas
Cutaneas, fechadas por primeira intengéo, de ratos Wistar reduziu a quantidade de
Células do processo inflamatorio, induziu a formagao mais rapida do tecido de
granulagdo e aumentou o reparo epidérmico. No presente trabalho, entretanto,
Percebeu-se que a quantidade de granuldcitos neutrdfilos foi significantemente maior
Nos animais do grupo C apenas no décimo segundo dia de experimento e ndo se
Observaram os efeitos benéficos, descritos por aqueles autores, da SDP na
formacao do tecido de granulacao nas feridas dos animais tratados.

Aspectos microbiologicos das feridas

Nossa preferéncia pelo método bacteriolégico qualitativo se deveu ao fato
de ser este método menos oneroso e por consumir menos tempo.

Outros autores tém optado pela bacteriologia quantitativa como parametro
nas suturas tardias de feridas e cicatrizagao por segunda intengédo (ROBSON et al.,
1968; ROBSON, HEGGERS, 1969, 1970). Ja Pruitt ef al. (1998), analisando
Queimaduras, consideraram que a bacteriologia quantitativa ndo é capaz de
diferenciar entre colonizacao e infecgdo da lesdo, e que a analise histologica € o
Meétodo mais eficaz e rapido para diagnosticar uma infecgao invasiva na qgueimadura.

Atoyebi, Sowemimo & Odugbemi (1992) trataram queimaduras humanas,
desde a admissao dos pacientes no hospital, limpando-as com cloro-hexidina e
aplicando SDP a 1% uma vez ao dia durante cinco semanas. Estes autores
Observaram, por meio da bacteriologia qualitativa, o predominio das bactérias Gram-
Positivas na primeira semana e Gram-negativas da segunda a quinta semana, entre
estas Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella aerogenes e Proteus spp. Percebe-se

Que, apesar do uso do anti-séptico cloro-hexidina e da SDP, as feridas ndo ficaram

Cstéreis, e também mudou o perfil de bactérias encontradas.
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A bacteriologia quantitativa das feridas no dorso de ratos tratados
topicamente, trés vezes ao dia, com acetato de mafenida (AM), ou com SDP, ou
ainda com SDP associada ao digluconato de cloro-hexidina (SDPCLH), detectou de
10%a 10° microorganismos por grama de tecido, e identificou Staphylococcus aureus
Ou Staphylococcus epidermidis (LEITCH, KUCUKCELEBI, ROBSON, 1993). Assim,

a aplicagcao mais freqiiente do anti-séptico e dos antimicrobianos sobre as feridas

Parece nao ter impedido a proliferagéo bacteriana.

O predominio da bactéria Gram-positiva Staphylococcus saprophyticus nos
grupos A e C sugere que a concentragao da SDP nas feridas nao foi adequada para
inibir a proliferacao deste germe, ou este foi resistente ao antimicrobiano estudado.
O predominio dos bacilos Gram-negativos Citrobacter diversus e Klebsiella spp no
grupo B, sugere que a concentragdo e o efeito antimicrobiano da SDP foram
adequados para impedir a proliferacdo destes microrganismos nas feridas dos
animais no grupo A. O CL, provavelmente propiciou condigbes bioquimicas mais
favoraveis a estas bactérias do que a bactéria Staphylococcus saprophyticus nas
feridas dos animais do grupo B. Tem sido descrita resisténcia de bactérias aos
Parabenos. No estudo de Close & Neilsen (1976), os autores isolaram uma cepa de
Pseudomonas cepacia, resistente ao metil e propilparabeno, preservativos de uma
emulsdo de agua e odleo. Observou-se que esta cepa degradara metil e
Propilparabeno.

Resisténcia de Staphylococcus saprophyticus a pefloxacina e tetraciclina
N0s grupos A (SDP/CL) e C (sem medicamento), durante todo o experimento,
conforme as Tabelas 7 e 9, mostra que o produto n&o alterou a resposta desta

bactéria aqueles antibidticos testados. Como nao foi detectada Staphylococcus

Saprophyticus no grupo B (CL) em todos os periodos, ndo se pode inferir que o CL
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gerou condigbes para este germe se tornar sensivel a tetraciclina.

A ndo-mudanca de resisténcia de Citrobacter diversus no grupo B (Tabela

8) indica que os componentes do creme Lanette néo tiveram capacidade para

eliminar aquela propriedade do germe.

No presente estudo, realizou-se o teste da concentracdo inibidora minima

para comparar o efeito antimicrobiano das suspensdes de SDP filtrada e nao-filtrada.
Verificou-se que a suspensao filtrada nao foi suficiente para inibir a proliferacéo da

bactéria usada no teste (Staphylococcus aureus), presumivelmente por retengdo de

moléculas do antimicrobiano na membrana de milipore.
Fox & Rose (1942) relataram que a concentracdo inibidora minima da

sulfadiazina (pura) para Escherichia coli ATCC 25922, foi de 1,43 ug/ml. Em nosso

experimento, o certificado de analise do laboratério fornecedor da SDP micronizada

informou um teor de sulfadiazina livre de 0,26%. Considerando que a concentragcao

inibidora minima da sulfadiazina de prata, no presente estudo, para Escherichia coli

da mesma cepa testada por Fox & Rose, foi de 128 pg/ml, tal concentracao

corresponde a 0,33 ug/ml de sulfadiazina livre, valor cerca de seis vezes menor que

o verificado por aqueles autores. Isto parece indicar que a associacdo da prata a

sulfadiazina aumenta a eficacia antimicrobiana da sulfonamida.

Leucécitos no sangue periférico

Estabeleceu-se a porcentagem dos leucocitos no sangue periférico para

verificar se o uso da SDP/CL ou o CL, nas feridas dos animais dos grupos A e B,

respectivamente, interferiu na produgéo das células progenitoras da medula éssea.

No presente estudo, ndo se detectou redugdo na porcentagem dos

leucocitos circulantes nos grupos SDP/CL e CL em relagdo aos controles; isto

Sugere que os produtos aplicados a pele ndo tiveram efeito toxico sobre a
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medula dssea. Este achado difere dos constatados por Gamelli, Hebert & Foster
(1985) e Gamelli, Paxton & O'Reilly (1993), trabalhando com camundongos BDF4. No
primeiro estudo (1985) os autores promoveram queimaduras dorsais entre 5% (3,65
em?) e 20% da superficie corporea total (SCT); os animais nao foram submetidos a
aplicagado de antimicrobianos topicamente. Fez-se a excisao das feridas e a sutura
imediata, em uma e dezoito horas pos-queimadura, nos animais com 10% de SCT
queimada. Observou-se uma sobrevida de 90% nos grupos com lesbes entre 5 e
10% da SCT. Comparados ao grupo controle, 0s animais com queimadura de 10%
apresentaram reducéo significante de leucocitos no sangue periférico no primeiro e

quarto dia pos-queimadura (DPQ). O numero de leucécitos duplicou no oitavo DPQ e

se normalizou no décimo segundo DPQ. Adicionalmente, nao houve redugéo de

células da medula O6ssea no primeiro DPQ; as mesmas aumentaram

significantemente no quarto DPQ e se normalizaram a partir do oitavo DPQ.

No experimento seguinte (1993), camundongos foram submetidos a

excisdo de pele dorsal que gerou areas cruentas de 10% SCT, tratadas, a seguir,

com SDP a 1%. O estudo do sangue periférico revelou redugéo significante do teor

de granulocitos e linfécitos no primeiro, quarto e sétimo DPO. E provavel que o

tamanho das feridas, nos animais do presente experimento, Nao tenha sido

suficiente para absorver uma quantidade de SDP que atingisse niveis toxicos para

as células da medula ossea. Também se deve considerar que 0s animais dos dois

experimentos foram de cepas diferentes.

Boosalis ef al. (1987) estudaram vinte e trés pacientes, com queimaduras

entre 12 e 90% da SCT, tratados topicamente com SDP. Estes autores observaram

que a concentracdo da prata na urina foi maior nos casos de feridas mais extensas.

O estudo evidenciou ainda que a absor¢ao da prata foi proporcional a porcentagem
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i

- da SCT. Nao se observou leucopenia, levando os autores a inferir que a prata néo

nduziu toxicidade medular. O artigo ndo tece comentarios sobre possiveis efeitos
| nocivos da sulfadiazina, restringindo-se a andlise da prata.

Tsipouras, Rix & Brady (1997) investigaram a absorcdo da SDP e do
cloreto de prata através de membranas artificiais. A membrana de colageno
reproduziu a retengéo da prata no tecido de granulagéo. Os autores supbem que o
aumento do tecido de granulagcdo minimize a absor¢do da prata e diminua a

probabilidade dos efeitos toxicos causados por esta.

Ha oito anos tem-se utilizado, no Servigo de Cirurgia Plastica do HC-UFU-
FAEPU, a SDP no tratamento tdpico de queimaduras humanas. Observou-se
leucopenia transitoria em aproximadamente 0,8% dos pacientes tratados, ndo sendo
necessario interromper o uso do medicamento (dados né&o publicados).

Viabilidade de células da medula 6ssea

A analise da Figura 17 mostra que as porcentagens de células viaveis da
medula 6ssea dos camundongos foram significantemente menores apés 24 e 48
horas nos casos de tratamento por SDP néo-filtrada, nas concentragbes de 25 ug/ml
a 250 pg/ml, quando comparadas as dos controles. Aparentemente, a toxicidade do
produto comeca a manifestar-se na concentragao de 25 ug/ml, agravando-se a partir
dai.

Apesar de nao ter ocorrido diferenca significante na porcentagem de
células viaveis das suspensoes de 50 ng/mi a 250 ug/ml, observou-se que nesta
Ultima o porcentual de células vivas foi maior. Como a SDP né&o € hidrossoltvel,
talvez tenha ocorrido homogeneizagéo inadequada da suspensdo de 250 ug/ml,

antes de pipeta-la, impedindo que a concentragdo fosse a esperada,

conseqiientemente o efeito toxico foi menor do que se esperava.
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Curiosamente, em 72 horas, nao se verificou, conforme a Figura 18, efeito
toxico da SDP nao-filtrada na concentracdo de 25 pug/mi. Em 72 e 96 horas,
Constatou-se queda da viabilidade celular, na suspensdo de 50 ug/ml, porém em
Percentuais superiores aos verificados as 24 e 48 horas. J& em 96 horas, sem
diferenca significativa, as culturas adicionadas de SDP néo-filtrada a 25 ug/ml
apresentaram menor porcentagem de células vivas do que a 50 ug/ml. Tais
diferencas, em principio, séo inexplicavesis.

Gamelii, Paxton & O'Reilly (1993) observaram in vifro que suspensdes de
SDP nao-filtrada na concentracdo de 25 pg/ml inibiram totalmente a proliferacdo de
células da medula o6ssea. Os autores empregaram um meétodo de cultura em meio
sélido diferente do utilizado no presente experimento, o qual ndo teve o mesmo

efeito medular.

Interleucina 4 e 6xido nitrico

Sabe-se que as lectinas vegetais Con-A e KM®, o INF-y, as interleucinas-12
e 18 e o LPS induzem a producdo de oxido nitrico nos macréfagos esplénicos,

peritoneais ou da medula éssea murina (ITO ef al., 1984; STUEHR, MARLETTA,

1987, HIROHASHI. RICHARDS, MORRISON, 1996; MUNDER, 1998, SOUZA,

1998).
Imaginou-se, no presente estudo, que as células da medula dssea, quando

expostas a Con-A, KM*, LPS e INF-y, secretassem Oxido nitrico, fato que néo foi
Constatado. Nao se questiona o método de detecgado de nitrito, pois o mesmo &
referido na maioria dos protocolos de dosagem da referida substancia. SupGe-se

que as células nao tenham atingido maturidade suficiente para secretar 6xido nitrico

€M niveis detectaveis.
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Perspectiva de novos trabalhos

Vislumbram-se ensaios com outras substancias seguindo o modelo
experimental do presente trabalho. Imagina-se, como nova perspectiva, que deve
ser feito outro estudo testando o efeito dos componentes do creme Lanette,

Separadamente, sobre feridas, pélos e queratindcitos humanos e murinos in vitro.
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6. Conclusdes

1. a sulfadiazina de prata e o creme Lanette causaram retardo da
epitelizagdo de feridas cutdneas nos camundongos BALB/c. Os aspectos

histologicos das feridas cutaneas destes animais sugerem que a sulfadiazina de

prata ndo acelerou a cicatrizagéo.

2. a sulfadiazina de prata em creme Lanette a 1% e o creme Lanette,
utilizados nas feridas cutaneas dos camundongos BALB/c, néo interferiram no perfil
de sensibilidade e resisténcia in vitro das bactérias analisadas. A concentracéo
inibidora minima da sulfadiazina de prata nao-filtrada sugere que associacdo da

Sulfadiazina com a prata aumenta a eficacia antimicrobiana do produto.

3. a sulfadiazina de prata em creme Lanette a 1% e o creme Lanette

utilizados nas feridas cutaneas dos camundongos BALB/c, n&o interferiram nas

contagens de leucdcitos circulantes.

4. a sulfadiazina de prata nao-filtrada, nas concentragdes entre 25 e 250

rg/mi, foi téxica in vitro para as células de medula éssea dos camundongos BALB/c.

5. nas suspensdes de células de medula 6ssea dos camundongos BALB/c
expostas a concanavalina A, lectina KM®, lipopolissacarideo e interferon yndo se
detectaram interleucina 4 e oOxido nitrico, provavelmente devido aos limites de

deteccao dos ensaios utilizados ou por imaturidade das células estudadas.
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