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RESUMO

O processo cicatricial é dindmico e envolve varios processos e infimeros componentes. E grande
o numero de casos de feridas cutaneas na rotina clinica cirurgica de pequenos animais, sendo,
portanto, necessario o estudo de compostos e tratamentos que acelerem a reparacgao tecidual. O
objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da cicatrizagao de feridas em ratos wistar, utilizando
solugdes a base de agua destilada, clorexidina 1% e a associacdo de tartarato de ketanserina e
asiaticosideo. Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, machos, com peso médio de 180
gramas. Foram confeccionadas trés feridas cutdneas no dorso de cada animal através de
“punch”. Posteriormente, os animais foram divididos inicialmente em quatro grupos (n=10),
estes determinados pelos dias de analise pos-cirurgica (3, 5, 8, 15). Cada animal recebeu trés
diferentes tratamentos, sendo um em cada ferida. Os animais foram submetidos a eutanasia em
3, 5, 8 e 10 dias pos procedimento, sendo estes os intervalos de coleta de fragmentos do tecido
cicatricial a serem analisados histologicamente. Os fragmentos foram divididos em trés grupos,
de acordo com o tratamento recebido, sendo eles: agua destilada, clorexidina 1% e tartarato de
ketanserina e asiaticosideo. Os aspectos microscopicos analisados foram: infiltrado
inflamatoério, polimerizagdo de fibras colagenas, neovascularizacao, reepitelizagao e formagao
de crosta. Foram realizadas apenas avaliagdes qualitativas e analises subjetivas por um mesmo

avaliador cego.

Palavras-chave: Cicatrizacao; Ferida Cirurgica; Clorexidina 1%; Tartarato de Ketanserina e

Asiaticosideo.



ABSTRACT

The healing process is dynamic and involves several processes and numerous components.
There are a large number of cases of skin wounds in the clinical surgical routine of small
animals, therefore, it is necessary to study compounds and treatments that accelerate tissue
repair. The aim of this study was to evaluate the effectiveness of wound healing in Wistar rats,
using solutions based on distilled water, 1% chlorhexidine and the association of ketanserin
tartrate and asiaticoside. Forty male Wistar rats weighing 180 grams were used. Three skin
wounds were made on the back of each animal using a punch. Subsequently, the animals were
initially divided into four groups (n=10), these determined by the days of post-surgical analysis
(3, 5, 8, 15). Each animal received three different treatments, one in each wound. The animals
were euthanized at 3, 5, 8 and 10 days after the procedure, these being the intervals for
collecting fragments of scar tissue to be analyzed histologically. The fragments were divided
into three groups, according to the treatment received, whether it’s distilled water, 1%
chlorhexidine and ketanserin tartrate and asiaticoside. The microscopic aspects analyzed were:
inflammatory infiltrate, polymerization of collagen fibers, neovascularization,
reepithelialization and crust formation. Only qualitative assessments and subjective analyzes

were carried out by the same blind examiner.

Keywords: Healing; Surgical Wound; 1% Chlorhexidine; Ketanserin Tartrate and Asiaticoside
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1 INTRODUCAO

A pele ¢ considerada o maior 6rgdo de todos os mamiferos, sendo uma estrutura
complexa composta por epiderme, derme e tecido subcutdneo. Esse tecido sofre desafios
ambientais constantes, sendo responsavel por manter a protecdo do corpo contra fatores
mecanicos, quimicos e bioldgicos, além de exercer a termorregulacdo e armazenar e excretar
4gua, eletrolitos, entre outras fungdes (KONIG & LIEBICH, 2011).

Danos tissulares de qualquer natureza desencadeiam de imediato uma série de eventos
(BALBINO, 2005). O processo cicatricial ¢ similar em todas as feridas e, independente de sua
causa, ¢ dinamico, ¢ seu desenvolvimento esta diretamente relacionado as condigdes do
organismo (CAMPOS, 2007). Cicatriza¢do consiste em um processo que envolve diferentes
fases e inimeros componentes, no qual um tecido lesado ¢ substituido por tecido conjuntivo
vascularizado (HATANAKA; CURI, 2007). Clark (2005) reclassificou esse processo em trés
fases divididas, didaticamente, em: fase inflamatoria, fase de proliferagdo ou de granulagdo e
fase de remodelamento ou de maturagao.

Durante estas fases, a avaliagdo da cicatrizagdo de uma ferida cirurgica pode ser feita
a partir da graduacgao de varios parametros, como infiltrado inflamatorio, presenca de fibras
colagenas e sua maturagdo, formacao de novos vasos, reepitelizagdo do tecido lesionado,
entre outras.

Feridas cutaneas representam grande nimero de casos na rotina clinica de pequenos
animais, decorrentes de atropelamento, mordidas, brigas, queimaduras, feridas cirtrgicas,
etc. Por isso, incontaveis estudos tém buscado por compostos e tratamentos que acelerem e
otimizem o processo cicatricial.

Dentre as substincias que tém revelado contribui¢des positivas na cicatrizagdo de
tecido cutaneo, destaca-se a clorexidina por ser um agente antisséptico amplamente ativo
tanto para bactérias Gram-positivas quanto para Gram-negativas. Apresenta a vantagem de
ter acdo rapida e baixa toxicidade sistémica por ndo ser absorvido pela pele ou mucosas
(SILVA, 2004).

Atualmente, a eficacia de um grande nimero de novos farmacos tem sido avaliada,

e dentre eles encontra-se o tartarato de kentaserina, o qual proporcionou uma resposta
inflamatoria satisfatoria na fase inicial do processo cicatricial e um controle mais eficiente
da infecg¢do no sitio da ferida (VITUG et al, 1986; JANSSEN et al, 1989).

O asiaticosideo, quando associado ao tartarato de ketanserina, revela a¢ao nas fases

de proliferacdo e remodelamento, atuando sobre os fibroblastos e favorecendo, assim, a



sintese de coldgeno tipo I. Esta combinacdo atua também na resisténcia a tracao tecidual,
aumentando o contetido de coldgeno e favorecendo uma melhor reepitelizagdo do tecido
lesionado.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficadcia dos compostos tartarato
de ketanserina associado ao asiaticosideo, e da solucdo de clorexidina 1% no processo
cicatricial de feridas cutdneas promovidas cirurgicamente em ratos Wistar decorridos 3, 5,

8 e 15 dias de cicatrizacao.

11
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar a eficacia da cicatrizacdo de ferida cirurgica promovida pelo tratamento topico

utilizando 4gua destilada, clorexidina 1% e tartarato de ketanserina e asiaticosideo.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a eficacia da cicatrizagdo de ferida cirirgica em animais ap6s tratamento topico
utilizando os diferentes tratamentos em 3, 5, 8 e 15 dias de cicatrizacao.

Avaliar os aspectos microscopicos da ferida cirdrgica em relacdo aos estagios e eventos
que ocorrem durante as diferentes fases da cicatrizacdo, sendo inclusos os seguintes parametros:
infiltrado inflamatdrio, polimerizacdo de fibras colagenas, neovascularizacao, reepitelizagdo e

formagdo de crosta; sendo os dados tabulados para avaliacdo seguinte.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pele

A pele € o maior 6rgao do corpo, recobre a superficie corporal, funcionando como uma
barreira resistente e seletiva contra o meio externo, impedindo a perda de fluidos e eletrdlitos,
regulando a temperatura (WENDT, 2005), protegendo contra atrito além de fazer parte do
sistema imunolégico, sendo rica em células imunocompetentes. Essa barreira pode
eventualmente sofrer danos fisicos, como ferimentos ou procedimentos cirtirgicos, expondo os
tecidos moles e tornando-os susceptiveis a infeccdo (SARANDY, 2007). O epitélio de
revestimento ¢é estratificado, composto por varias camadas de células apoiadas em um suporte
de tecido conjuntivo responsavel por nutrir o epitélio através de seus vasos sanguineos.

A epiderme ¢ a camada mais externa constituida por um epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado € tem como componente principal os queratindcitos, as células mais
abundantes nesse epitélio. Embora em menor quantidade, outras células desempenham papel
importante nas fungdes do tegumento, e sdo elas os melandcitos, as células de Langerhans e as
de Merkel, responsaveis, respectivamente, pela pigmentagdo, reagdes imunitarias cutineas e
recepcao de estimulos tateis (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; KONIG; LIEBICH, 2011).
Formada por cinco camadas, entre elas as camadas basal e espinhosa da epiderme, as
responsaveis pela constante renovacao celular da pele.

A derme ¢ a estrutura formada por tecido conjuntivo que liga a pele ao tecido subcutaneo
e no qual se apoia a epiderme, fornecendo suporte fisico firme. E dividida em duas camadas:
papilar e reticular ou superficial e profunda, formadas por tecido conjuntivo frouxo e denso,
respectivamente (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Na derme encontram-se os anexos da
pele, grande quantidade de vasos sanguineos, vasos linfaticos, terminagdes nervosas e musculo
liso (muisculo eretor do pelo) (SARANDY, 2007; SOUZA et al., 2009). E aqui também que
estao presentes outras células componentes do sistema imune cutaneo: os linfécitos T, as células
dendriticas dérmicas, os macrofagos, mastocitos e plasmocitos (ABBAS & LICHTMAN,
2005), além dos fibroblastos, considerados as principais células envolvidas no processo de
cicatrizacdo, por promoverem a formacao do tecido de granulacao, favorecendo a reepitelizagao
e garantindo a manutengio da integridade do tecido conjuntivo (ARAUJO, 2010).

Alguns autores consideram uma terceira camada e mais profunda na pele, a hipoderme.
Composta por tecido conjuntivo frouxo, € responsavel pelo deslizamento da derme sobre as

estruturas nas quais ela se apoia, facilitando a mobilidade da pele, além de funcionar como um
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deposito nutritivo de reserva € como um isolante térmico, € na protecdo mecanica contra

traumatismos externos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; SARANDY, 2007).

3.2 Feridas

Ferida ¢ definida como solugdo de continuidade do tecido, decorrente de uma lesao
gerada por agentes mecanicos (cirurgias, traumas), quimicos, térmicos, bacterianos e processos
neoplasicos (TAZIMA, 2008; TILLMAN, 2014), levando a perda variavel de func¢do tecidual
(WENDT, 2005). O tratamento de feridas busca o fechamento rapido da lesdo de forma a se
obter cicatriz funcional e esteticamente satisfatoria (MENDONCA, 2009)

A extensao de perda tecidual também diz sobre a forma como esse tecido sera reparado.
Feridas de espessura parcial sdo aquelas que atingem a derme incompletamente, onde a
reparacao se faz pela reepitelizagdo a partir do epitélio derivado da pele adjacente nao afetada.
Jé4 as feridas de espessura total, nas quais a derme ¢ atingida por completo, ha necessidade da
formagao de tecido de granulagio (MANDELBAUM, 2003).

Comum na rotina clinica de pequenos animais, as feridas cutdneas podem ser
classificadas a partir de diversos fatores, mas devem ser preferencialmente definidas por tipo
(cirurgicas e traumaticas) e grau de contaminag¢do (limpas, baixa contamina¢ao, contaminadas
ou sujas ou infectadas) para elaboracdo do protocolo terapéutico mais adequado (TILLMAN,

2014).

3.3 Cicatrizacao

O processo de cicatrizagdo de feridas ¢ uma combinagdo de eventos fisicos, quimicos e
celulares que restauram a continuidade do tecido apds lesdo a fim de recuperar sua funcao e
estruturas normais (FOSSUM, 2015; TAZIMA, 2008). O reparo tecidual pode se dar de duas
formas: pela regeneracao (1) com a recuperacao da atividade funcional ou pela cicatrizagdo (2)
com formacao de cicatriz fibrdtica e perda de funcao tecidual com reestabelecimento apenas da
homeostasia do tecido (BALBINO, 2005).

O processo de cicatrizacdo ¢ mediado por citocinas e varios fatores de crescimento,
liberados no leito da ferida e responsaveis pelo recrutamento, ativagao e migracao de diferentes
tipos de células, matriz celular e proteinas.

A cicatrizacdo ¢ dindmica e pode ser dividida, basicamente, em trés estagios que se

sobrepdem, tratando-se de uma sequéncia de eventos celulares, tissulares e bioquimicos
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orquestrados (Figura A) (HATANAKA; CURY, 2007) que se correlacionam de forma continua
e temporal (MENDONCA; COUTINHO, 2009), considerando os aspectos macroscopicos €
histolégicos predominantes em cada um deles: fase inflamatoéria, fase proliferativa (ou de

reparo) e fase de maturacao (ou de remodelamento) (BALBINO, 2005).

Figura A: cinética da migracdo celular e evolucao temporal das fases da cicatrizagao.

Plaguetas  Neutrifilos Fibroblastos
Queratindcitas

L

/ \Mauo’fagns Células endoteliais
! 3
! \ 'd

Remodelagao

Inflamacéo
Hemostasia
i T i—

Fonte: VENTER, 2014.

3.3.1 Fase inflamatoria

Inicia-se no momento exato da lesdo, como toda inflamag¢do, uma resposta protetora do
tecido (FOSSUM, 2015) e dura aproximadamente cinco dias. A hemostasia da inicio a essa fase
e ocorre quase concomitante ao estimulo lesivo devido a maioria das lesdes causarem alteragdes
no endotélio vascular, ocorrendo ruptura de vasos sanguineos e extravasamento de seus
constituintes, levando a agregacdo plaquetdria e ativando a cascata da coagulacdo
(BROUGHTON 1II, 2006). O coagulo formado ndo s6 se instala como uma barreira
impermeabilizante que protege da contaminacdo (GONZALEZ et al, 2016), como também
funciona como uma matriz preliminar que se estabelece para favorecer a migracdo de células
responsaveis pelo processo de reparo para o leito da ferida (MANDELBAUM, 2003;
BALBINO, 2005). As crostas se formam quando o coagulo de sangue seca, evitando uma nova
hemorragia e favorecendo o avanco da cicatrizagao além de sua superficie (FOSSUM, 2015).

A inflamagdo ¢ caracterizada pela ativacdo de células inflamatorias (leucdcitos

polimorfonucleares, macréfagos, linfocitos), excre¢do de mediadores quimicos e de fatores de
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crescimento (MANDELBAUM 2003). Os fatores de crescimento excretados pelas células dessa
fase serdo responsaveis por iniciar e manter a fase seguinte da cicatrizacdo, a proliferativa.

Os mediadores quimicos e alguns fatores de crescimento (PDGF e TGF-Bs,
principalmente) liberados pela plaquetas ativadas e por mastocitos (BALBINO, 2005;
HATANAKA; CURY, 2007) provocam vasodilatacdo, aumentam a permeabilidade dos vasos
e favorecem a quimiotaxia de células inflamatorias, tendo papel central para a infiltragdo de
neutrdfilos, macrofagos e fibroblastos, além de exercer efeitos sobre as fases fibroblasticas e de
remodelamento, atuando sobre a fibroplastia, deposi¢ao de matriz extracelular e angiogénese
(HATANAKA; CURY, 2007).

Os neutrofilos aderidos passivamente ao coagulo formado migram para a superficie da
ferida e sdo responsaveis pela fagocitose de possiveis microorganismos, sendo o tipo celular
mais predominante nos dois primeiros dias de injuria. Além de fornecer prote¢ado a ferida contra
contaminagdo, produzem espécies reativas de oxigénio (HATANAKA; CURY, 2007) e
secretam enzimas (proteases, colagenases, eclastases) que ajudam a combater possiveis
infecgdes (ARAUJO, 2010), e possuem agdo pro-inflamatoria, ativando fibroblastos e
queratinocitos.

Para finalizar a fase inflamatoria, mondcitos teciduais se infiltram no local da ferida e
diferenciam-se em macréfagos que realizardo um intenso processo de debridamento, atuando
como removedor fagocitico, produzindo e liberando proteases, removendo o colageno
desvitalizado e codgulos de fibrina da ferida (OLIVEIRA, 2012). Alguns fatores mitogé€nicos e
citocinas sao sintetizados pelos macrofagos, necessarios para estimular a formagao de tecido de

granulagio (ARAUJO, 2010).

3.3.2 Fase proliferativa

Essa fase se sobrepde a fase inflamatéria e ocorre, aproximadamente, do 4° ao 14° dia
pos lesdo (BROUGHTON II). E composta de trés eventos basicos: fibroplasia, neoangiogénese
e epitelizacdo (TAZIMA, 2008).

Com a presenga de macrofagos no sitio da ferida produzindo e liberando mediadores
quimicos, a migragao e ativacdo de fibroblastos ¢ intensificada (BALBINO, 2005). A atuagao
dos fibroblastos durante a cicatrizagdo determina o resultado do processo de reparagdao (TAKEO
et al, 2015), sendo eles responsaveis pela produgdo local de colageno e pela invasao de novos

capilares. A matriz extracelular pré-formada comega a ser substituida por tecido fibroso ao
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passo que coldgeno, elastina e proteoglicanos sdo depositados pelos fibroblastos (FOSSUM,
2015). Esse processo ¢ denominado de fibroplasia.

Para que a fibroplasia ocorra, € necessario que ocorra em paralelo a neovascularizacao
tecidual. A indugdo da formagao de novos vasos se da pela baixa tensao de oxigénio no centro
da ferida, pela migracdo e proliferacao das células das margens da lesdo, além da acdo direta de
fatores mitogénicos e quimiotaticos sobre as células do endotélio vascular. Os neovasos se
originam de vasos sanguineos existentes, com células endoteliais capilares indo em direg¢ao ao
local da lesao e se unindo com outros leitos capilares (FOSSUM, 2015). A neo-angiogénese €
responsavel ndo apenas pela nutri¢do do tecido que estd sendo formado, como também pelo
aumento do aporte de células, como macréfagos e fibroblastos, para o local da ferida (TAZIMA,
2008).

Com a fibroplasia e como parte final dessa fase ocorre a formagdao do tecido de
granulagdo por volta do 4° dia pds lesao (BALBINO, 2005; FOSSUM, 2015). Esse tecido ¢
composto por macrdéfagos, fibroblastos, por um leito capilar, fibras coldgenas, fibronectina e
acido hialurénico (TAZIMA, 2008). Entre outras funcdes, o tecido de granulagdo saudéavel
preenche os defeitos e fornece uma superficie para migracao epitelial (FOSSUM, 2015).

Assim que o tecido de granulagdo atinge a epiderme a reepitelizacao ¢ iniciada. Quando
as cé€lulas epidermais sdo liberadas da membrana basal e das células epiteliais adjacentes elas
migram para o centro da ferida sobre a matriz provisoria previamente formada, depositando, no
trajeto, grandes quantidades de fibronectina. Com isso, a membrana basal € restaurada
(BALBINO, 2005).

Os queratindcitos tém papel fundamental na reepitelizacdo do tecido. Localizados na
camada basal da epiderme que restou, migram para recobrir a ferida, movendo-se
desordenadamente até as bordas e aproximando-as.

Ao final, o tecido de granulagdo preenche por completo o leito da ferida, a
neovascularizagdo irriga o tecido e a circulagdo linfatica esta se reestabelecendo. A regiao
lesada comeca a receber aparéncia de cicatriz devido ao acumulo de massa fibrosa gerado pela

deposicao de mais fibras colagenas no tecido de granulagcdo formado (BALBINO, 2005).

3.3.3 Fase de remodelamento

A deposi¢do organizada de colageno ¢ a caracteristica mais importante desta fase,

fazendo dela também a mais significativa clinicamente, representando cerca de 70% de todo

processo cicatricial (CAMPOS, 2007; WATANABE, 2010). A sintese e a lise do colageno
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ocorrem simultaneamente. Com o tempo, um colageno mais espesso (tipo I) é produzido e
organizado ao longo das linhas de tensdo, substituindo o colageno tipo III, principalmente,
inicial, que ¢ reabsorvido, gerando aumento da for¢a de tensdo da ferida (CAMPOS, 2007).
Esse processo ocorre lentamente e persiste por até um ano ou mais apos a lesao, porém uma
cicatriz totalmente madura recupera apenas 70 a 80% da resisténcia da pele integra (BALBINO,
2005).

Ao final desta fase, anexos da pele, como glandulas e foliculos pilosos se regeneram
parcialmente e a cicatriz se torna hipovascularizada, a medida que o nimero de capilares no

tecido fibroso diminui (BALBINO, 2005; FOSSUM, 2015).

3.3.4 Tipos de cicatrizacao

A cicatrizagdo de uma ferida pode ocorrer de trés formas: por primeira, segunda e
terceira intengdo (BLANES, 2004), dependentes da quantidade de tecido lesado e da presenca
ou nao de contaminag¢do (TAZIMA 2008).

A cicatrizagdo por primeira intencdo ¢ gerada quando as bordas da ferida sdo
aposicionadas, sem contamina¢do € minima forma¢do de edema, como ocorre no caso de
suturas cirargicas do ferimento (TAZIMA, 2008).

Por segunda inteng¢do, ocorre quando ha grande perda de tecido, com presenga ou nao
de contaminacao. As feridas sdo tratadas abertas, pois a aproximacao das bordas nao € possivel,
e fechardo por contragdo e epitelizagdo do tecido, envolvendo produgdo extensa de tecido de
granulagdo (BLANCK, 2008).

Por fim, a cicatrizagdo por terceira intengdo ocorre inicialmente com tratamento aberto
e posterior aproximagao de pele e subcutaneo. E utilizada quando ha contaminagio em leito da

ferida, que deve ser tratada para, em seguida, ser suturada (TAZIMA, 2008).

3.3.5 Fatores que podem interferir no processo cicatricial

Diversos fatores podem interferir no processo cicatricial, dentre eles fatores ambientais,
fatores sistémicos do proprio hospedeiro e caracteristicas intrinsecas do ferimento. Entretanto
a interferéncia do cirurgido pode otimizar o resultado final (TAZIMA, 2008; FOSSUM, 2015).

A presenca de materiais estranhos no ferimento, como detritos, por exemplo, pode gerar
reacdo inflamatdria intensa, interferindo na cicatrizacdo. Em caso de presenga de corpos

estranhos, enzimas serdo liberadas para degrada-los e destruirdo a matriz cicatricial do
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ferimento, prolongando a inflamagao e retardando a fase de reparo do tecido (FOSSUM, 2015).
O calor e a umidade favorecem a cicatrizagdo, fatores que podem ser fornecidos pelo uso de
bandagem. O grau de contaminagdo da ferida ¢ provavelmente a causa mais comum de atraso
na cicatrizagdo, sendo a limpeza mecanica o cuidado mais eficiente, removendo todo tecido
desvitalizado e possiveis detritos (TAZIMA, 2008). A utilizacdo da técnica cirtirgica correta,
assepsia e antissepsia sdo alguns dos aspectos importantes a serem observados durante o
tratamento de feridas.

Entre os fatores externos, o uso de alguns farmacos, como corticosteroides, gera atrasos
na cicatriza¢do e aumenta as chances de infeccdo, por diminuir a resposta inflamatorio e a
sintese de coldgeno. Medicamentos quimioterapicos também devem ser evitados apos
procedimentos cirtrgicos (FOSSUM, 2015).

Fatores clinicos gerais do paciente como idade, hiperatividade, infec¢do, oxigenacdo e
perfusdo dos tecidos, estado imunologico e nutricdo podem alterar a capacidade do paciente de
realizar a cicatrizacdo com eficiéncia (BLANES, 2004; TAZIMA, 2008). Doencas como
diabetes mellitus prejudicam a cicatrizacdo da ferida em todos as suas fases, sendo agravada
quando associada a neuropatias, por exemplo, propiciando a isquemia tecidual e predispondo o
individuo a riscos maiores de desenvolvimento de novas lesdes (PAGNANO, 2009; TAZIMA,
2008).

4.1 Terapéutica

4.1.1 Asiaticosideo

O asiaticosideo ¢ um triterpenodide presente no extrato da Centella asiatica (IDRUS et
al, 2012). Apresenta atividades angiogénica e cicatrizante significativas, por aumentar em mais
de 50% a resisténcia a tracao tecidual, além de maximizar o conteudo de coldgeno no leito da

ferida e de promover melhor epitelizagdo (NAZARET, 2018).

4.1.2 Tartarato de Ketanserina

O tartarato de ketanserina (KTS) ¢ um antagonista de receptores de serotonina, inibindo,
portanto, eventos como a vasoconstrigdo e agregacdo plaquetdria. Esse composto age na
ampliacdo da ativagdo de macréfagos, proporcionando uma resposta inflamatoria mais

significativa na fase inicial do processo de cicatrizacdo, sendo, entdo, eficiente no controle da
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infeccdo no leito da ferida (NAZARET, 2018). Além disso, contribui para a ativacdo de
fibroblastos, impedindo a formagao excessiva de tecido de granulacao (FOZ FILHO, 1999).

4.1.3 Clorexidina 1%

A solugao de clorexidina em concentragao de 1% atua durante o processo de cicatrizacao
diminuindo a carga de microorganismos, promovendo lise de bactérias gram-negativas, entre
elas Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella, e contra gram-positivas, tais como Staphylococcus

aureus ¢ Escherichia coli (PAYNE; BABB; BRADLEY, 1999; MENEZES et al., 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local e animais

Todos os procedimentos deste estudo foram submetidos a aprovagao pela Comissdo de
Etica na Utilizagio Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia, protocolo 083/18.
O estudo foi realizado na Rede de Biotérios de Roedores da UFU (REBIR-UFU) na
Universidade Federal de Uberlandia. Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar, machos, pesando em torno de 160 a 180 gramas, higidos, acondicionados em ambiente
com temperatura em torno de 20°C, com controle de luminosidade 12 horas claro/escuro e

exaustdo do ar ambiente, sendo oferecidas ad /ibitum 4dgua e ragdo previamente autoclavados.

4.2 Tratamento e grupos experimentais

No experimento foram utilizados 40 ratos wistar machos pesando entre 160 e 180g,
mantidos em caixas coletivas, dotadas de comedouros fixos e bebedouros automaticos, com
agua e alimentacao “ad libitum”, onde foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais:

e (Gl: agua destilada
e (32: clorexidina 1% aquosa
e (33: tartarato de ketanserina e asiaticosideo
Os grupos foram divididos conforme os dias de anélise, sendo dez animais avaliados
em cada um dos respectivos dias pos procedimento: 3, 5, 8 e 15 dias, totalizando 40 animais.

Os tratamentos foram assim realizados: a limpeza das feridas realizada nos animais sem
sedacdo, apenas com conten¢do apropriada, uma vez ao dia, durante os dias 3, 5, 8 e 15, de
acordo com os periodos de avaliacdo de cada grupo, com a aplicagdo de gaze umedecida com
a solugdo do respectivo grupo ao qual o animal pertence. A gaze umedecida foi colocada sobre
a ferida com leve movimento de limpeza sem realizacdo de forca a fim de se evitar o
debridamento de tecido cicatricial e sem permitir o extravasamento as feridas proximas da
solucdo de limpeza embebida na gaze.

As feridas foram assim identificadas (Figura 1): ferida 1 (G1) localizada cranialmente e
do lado esquerdo no dorso dos animais, utilizando para limpeza da ferida gaze estéril umedecida
com agua destilada, em temperatura ambiente; ferida 2 (G2) localizada paralelamente e a direita
da ferida 1, com distanciamento entre elas de 3 cm, realizando a limpeza da ferida com gaze

estéril umedecida com clorexidina 1%, em temperatura ambiente; e ferida 3 localizada
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caudalmente as duas primeiras com distancia de 3 cm, e limpeza feita com gaze estéril

umedecida com solugdo a base de tartarato de ketanserina e asiaticosideo (G3).

Figura 1: Imagem da distribui¢do dos tratamentos nas feridas cirtrgicas
no dorso de ratos wistar sendo G1: Grupo 1: lesdo para tratamento com
agua destilada; G2: lesdo para tratamento com clorexidina 1%; G3: lesdo

para tratamento com tartarato de ketanserina e asiaticosideo.

4.3 Preparo dos animais

Devido a sua fisiologia, os animais ndo foram submetidos a jejum hidrico e alimentar

(RIVIERA, 2006).
4.4 Procedimento anestésico
A indugdo foi realizada utilizando a associacao entre cloridrato de cetamina 10% (60

mg/kg), cloridrato de xilazina 2% (10 mg/kg) e cloridrato de tramadol (2 mg/kg), administrados

em uma mesma seringa por via intramuscular.
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4.5 Preparo do campo e procedimento cirurgicos

Apos administracdo da medicacdo anestésica, os animais foram posicionados em
decubito ventral e logo foi realizada tricotomia ampla com extensao de aproximadamente 3 cm
de comprimento e largura na regido dorso cranial e procedendo em seguida a antissepsia prévia
do campo cirtirgico com alcool e polivinilpirrolidona iodo (PVPI). Foram realizadas trés feridas
cutaneas na regiao do dorso do animal com auxilio de um punch metélico de bidépsia de 6 mm
de diametro com profundidade de epiderme e pele, com distancia de 3 cm entre elas, caudal e
paralelamente, de acordo com estudo sobre cicatrizagdo anteriormente realizado por Pagnano

(2009).

4.6 Avaliacao microscopica da cicatrizacdo das feridas cirurgicas

Dez animais foram submetidos a eutandsia a cada dia de analise (3, 5, 8 e 15 dias de
cicatrizacao).

O procedimento de eutandsia foi realizado utilizando Lidocaina 2% 57 mg/kg seguido
de Tiopental sddico 2,5% 150 mg/kg, ambos por via intraperitoneal. Posteriormente a
realizagdo da eutanasia e confirmagdo do obito dos animais, as areas das feridas cicatrizadas
foram resseccionadas com margem de 1 cm de pele, além da margem da ferida (Figura 2), € os
fragmentos colocados individualmente em recipiente com formol salina para fixagdo e

encaminhados para estudo histopatologico, utilizando-se técnica descrita por Caputo (2008).

Figura 2: Imagem de fragmento de pele resseccionado aos 3 dias de cicatrizagao

Fonte: arquivo pessoal.
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Apo6s confeccdo, as laminas provenientes dos diferentes tratamentos foram analisadas
microscopicamente quanto a presenca de infiltrado inflamatorio, polimerizacdo de fibras
colagenas, neovascularizagdo, reepitelizagdo e presenca de crostas, sendo estipulados escores

de 0 a 3 (0 ausente; 1 discreto; 2 moderado; 3 intenso).

4.7 Analise estatistica

Foram realizadas apenas avaliagdes qualitativas e analises subjetivas por um mesmo

avaliador cego.
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5 RESULTADOS

Apos 15 dias de analise, foi possivel observar que todas as feridas completaram o
processo de cicatrizagao e que os trés tratamentos aplicados foram eficazes.
Os resultados obtidos estdo descritos nos graficos a seguir, de acordo com a pontuacao

em escores (de 0 a 3).

Grafico 1: Resultados da analise do infiltrado inflamatorio de fragmentos de feridas submetidas
ao tratamento com agua destilada (grupo controle), clorexidina 1% e tartarato de ketanserina e

asiaticosideo. Uberlandia, 2019.
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Apo6s 3 dias da realizagdo da ferida cirurgica foi possivel observar na analise
histopatologica que os animais do grupo G2 revelaram maior infiltrado inflamatoério (Figura 3)
recebendo escore médio 3, seguido de presencga intermedidria de células inflamatdrias nos
animais dos grupos G1 e G3 (média de escore 2) (Figura 4).

No 5° dia, a presenca de infiltrado inflamatorio se manteve superior nos animais do G2,
desaparecendo nas feridas do G3. Apds 8 dias, ndo ha presenga de inflamagao na ferida em

nenhum dos animais do estudo (Figura 5).
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Figura 3: Fotomicrografia de ferida dérmica de rato Wistar no 3° dia de pds-operatorio,
submetidos ao tratamento com clorexidina 1% (G2) evidenciando-se: intenso infiltrado
inflamatério (exemplificado pelas setas pretas, e presente em toda a extensdo do corte).

Coloracao H.E. Aumento de 14,8x. Uberlandia, 2019.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 4: Fotomicrografias de ferida dérmica de rato Wistar no 3° dia de pds-operatorio,
submetido ao tratamento (G3) evidenciando-se: moderado infiltrado inflamatdrio escore 2
(ndo estando presente em toda a extensao do corte, porém em grande quantidade). Coloragao

H.E. Aumento de 14,8x. Uberlandia, 2019

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 5: Fotomicrografia de ferida dérmica de rato Wistar no 8° dia pos-operatorio,

submetida ao tratamento com agua destilada (G1), evidenciando-se infiltrado inflamatdrio

Fonte: Arquivo pessoal.

Grafico 2: Resultados da analise de polimerizacao de fibras coldgenas de fragmentos de feridas
submetidas ao tratamento com agua destilada (grupo controle), clorexidina 1% e tartarato de

ketanserina e asiaticosideo. Uberlandia, 2019.
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Com relagdo a formagdo de fibras de colageno, aos 3 dias de cicatrizacdo, a analise
histopatologica do tecido cicatricial mostrou que os animais do grupo G1 obtiveram, com

relagdo aos outros dois grupos, maior presenca de polimerizagdo de fibras de coldgeno e
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neovascularizagdo. Entretanto, nos animais dos G2 e G3 nao foi detectada polimerizagdo de
fibras coldgenas e formac¢do de novos vasos, apenas elevada quantidade de fibrina (Figura 6),

revelando resultados similares.

Figura 6: fotomicrografia de ferida dérmica de rato Wistar no 3° dia de pds-operatdrio, de
animal do grupo G3, evidenciando-se presenga de grande quantidade de fibrina, indicando
imperceptivel polimerizacdo de fibras coldgenas e desenvolvimento de tecido cicatricial.

Coloracao H.E. Aumento de 20x. Uberlandia, 2019.

Fonte: Arquivo pessoal.

Aos 5 dias de cicatrizagdo, foi possivel observar que ocorreu multiplicacdo das fibras
de colageno em todos os animais, onde as feridas do G3 demonstraram reagdo
significativamente superior, apesar do escore 2 (intermedidrio). Esta resposta diminuiu no 8°
dia, sendo que, neste intervalo, as feridas do grupo G1 demonstraram escore superior €
revelaram maior nimero de fibras de colageno.

Aos 15 dias, os animais pertencentes ao G1 revelaram uma média de polimerizagao de
fibras de coldgeno com escore maximo (3) (Figura 7), enquanto os outros dois grupos

receberam escore intermediario (2).
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Figura 7: Fotomicrografia de ferida dérmica de rato Wistar no 15° dia de pds-operatorio, de
animal do grupo Gl evidenciando-se grau maximo de fibras coldgenas (escore 3),
representando intenso processo de cicatrizagdo tecidual. Coloracdo H.E. Aumento de 14.,4x.

Uberlandia, 2019.

Fonte: Arquivo pessoal.

Grafico 3: Resultados da analise da neovascularizagao de fragmentos de feridas submetidas ao
tratamento com agua destilada (grupo controle), clorexidina 1% e tartarato de ketanserina e

asiaticosideo. Uberlandia, 2019.
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A formacdo de novos vasos foi detectada neste estudo primeiramente em G1 em
quantidade minima (escore 1) aos 3 dias de cicatrizagdo (Figura 8). Aos 5 e 8 dias, o grupo

tratado com tartarato de ketanserina e asiaticosideo apresentou escore maximo quanto a este
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parametro, demonstrando vantagem no amadurecimento da ferida cirurgica em relagdo aos
demais grupos (Figura 9). Entretanto, no 15° dia, o mesmo grupo revelou significativa

diminuic¢do da neovascularizagao (escore 1) (Figura 10).

Figura 8: Fotomicrografia de ferida dérmica de rato Wistar, no 8° dia pos-operatdrio de animal
tratado com agua destilada, evidenciando-se baixo grau de neovascularizagdo; presenca de
pequenos capilares (setas pretas); nota-se formagdo de fina crosta fibrino-leucocitéria (escore

1) (seta verde). Coloracdo H.E. Aumento de 14,6x. Uberlandia, 2019.
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Figura 9: Fotomicrografia de ferida dérmica de rato Wistar no 8° dia pos-operatério, em
animal tratado com tartarato de ketanserina e asiaticosideo (G3), evidenciando-se intenso
grau de neovascularizagio, com presenca de vasos maiores (setas). E possivel identificar
um tecido de granulagdo mais maduro, com comeco de polimerizagdo de fibras colagenas
entremeadas entre as células, demonstrando inicio da formagao da cicatriz. Coloragdo H.E.

Aumento de 14,2x. Uberlandia, 2019

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 10: fotomicrografia em ferida dérmica de rato Wistar no 15° dia pés-operatorio,
em animal tratado com tartarato de ketanserina e asiaticosideo, evidenciando-se diminuigao
do grau de neovascularizacdo (escore 1) com minima presenca de micro vasos (setas pretas),
reepitelizagdo completa (seta verde) e desprendimento da crosta (seta vermelha), indicando
resolugdo completa da ferida cirurgica. Coloragdo H.E. Aumento de 14,2x. Uberlandia,

2019.

Fonte: Arquivo pessoal.

Grafico 4: Resultados da analise da reepitelizagao de fragmentos de feridas submetidas
ao tratamento com agua destilada (grupo controle), clorexidina 1% e tartarato de ketanserina e

asiaticosideo. Uberlandia, 2019.
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Com relagdo a reepitelizacdo, este processo iniciou-se primeiramente nas feridas
tratadas no G2 e G3 (Figura 11) com escore minimo (1) apds 5 dias de cicatrizagdo, ambos
apresentando resultados significativamente similares. Entretanto, os trés tratamentos
demonstraram reepitelizacao de grau intermediério (escore 2) no 8° dia de ensaio, alcangcando

escore maximo (3) apds 15 dias de cicatrizacdo (Figuras 12, 13, 14).

Figura 11: Fotomicrografia em ferida dérmica de rato Wistar no 5° dia pos-operatdrio,
em animal do grupo G3, evidenciando-se inicio da formagao de novo epitélio sobre o leito da
ferida (seta preta); e presenca de crosta fibrino-leucocitaria em graduacdo maxima (seta

verde). Coloracao H.E. Aumento de 14,8x. Uberlandia, 2019

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figuras 12 (G1), 13 (G2), 14 (G3): Fotomicrografias de cortes histoldgicos de feridas
dérmicas de ratos Wistar dos trés grupos no 15° dia pos operatdrio, ilustrando o maximo grau

de reepitelizacao do leito da ferida (setas pretas); importante destacar que as crostas se

desprenderam totalmente (setas verdes), estando o epitélio totalmente restaurado. Aumentos

de 14,6x. Uberlandia, 2019.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Grafico 5: Resultados da analise da presenca de crostas fibrino-leucocitarias de
fragmentos de feridas submetidas ao tratamento com dgua destilada (grupo controle),

clorexidina 1% e tartarato de ketanserina e asiaticosideo. Uberlandia, 2019.
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A andlise de formagdo de crostas fibrino-leucocitarias foi superior (escore 3) nos
animais tratados em G2 apos 3 dias de experimento, seguido de forma decrescente pelas feridas
tratadas em G1 e G3, nesta ordem. O grau méximo de formacao de crosta foi alcancado nos trés
grupos apo6s o 5° dia (Figura 11). No 8° dia, o escore de G3 se manteve, porém decresceu nos
animais tratados nos grupos restantes (em Gl — Figura 8). Apdés 15 dias, nenhuma ferida

apresentava crosta (Figuras 12, 13, 14).
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6 DISCUSSAO

A cicatriza¢do consiste em uma série de eventos celulares e moleculares que promovem
a reepitelizagdo e reconstitui¢do do tecido lesado (FALEIRO et al., 2009). O processo ¢
complexo e pode ser dividido em trés fases que se sobrepdem: fase inflamatoria, fase
proliferativa e fase de remodelamento. Cada uma dessas fases tem um periodo médio de
duragdo, sendo um grande desafio a ciéncia otimizar este processo (NETO et al., 2006).

Neste estudo, a infiltracao de células inflamatoérias se deu, em média, em grau maximo
no 3° dia no grupo tratado com Clorexidina 1%, se apresentando em grau intermedidrio em G1
e G3, sem diferenga significativa entre eles. No 5° dia, o infiltrado inflamatorio em G2 regrediu,
ainda se mantendo maior em comparacao aos outros grupos analisados. Neste mesmo periodo,
em G3 ndo foi detectada mais nenhuma resposta inflamatéria (escore 0). Apos 8 dias, o
infiltrado de células inflamatorias ndo ¢ mais detectado nas feridas dos grupos analisados.

J& descrita por inumeros autores ¢ de acordo com os resultados deste estudo, a reacao
inflamatoéria de feridas ocorre imediatamente apos a lesdo e tende a se manter por 4 a 6 dias
(BROUGHTON 1II, 2006), em média, em todo processo cicatricial, sendo uma resposta
protetora ao tecido lesionado, levando a, entre outros mecanismos, ativacdo de células
inflamatérias que t€ém como funcdo combater agentes invasores e realizar a fagocitose de
produtos gerados pela lise tecidual (HATANAKA; CURY, 2007).

Amoras (2013) aponta a clorexidina como uma substancia antisséptica com efeitos
farmacoldgicos comprovadamente benéficos, agdo bactericida e bacteriostatica satisfatorias.
Porém, segundo Gelape (2007), a clorexidina pode alterar o processo de cicatrizagdo,
danificando e reduzindo a forca de tensdo dos tecidos, podendo ainda causar irritagdo da pele e
reacdes alérgicas, fato este que pode justificar a presenga de maior infiltrado inflamatdrio nos
3° e 5° dias de anélise.

Estudando os efeitos do asiaticosideo, Somboonwong et al. (2012) observaram o efeito
cicatrizante pela inibi¢do da inflamacao. Assim como foi observado nas avaliagdes realizadas
no 3° dia de cicatrizagdo deste estudo, Vitug et al (1986) e Janssen et al (1989) relataram que a
vasodilatagdo promovida pelo tartarato de ketanserina amplia a ativacdo de macrdfagos,
proporcionando uma resposta inflamatoria mais satisfatoria na fase inicial do processo
cicatricial e um controle mais eficiente da infec¢ao no sitio da ferida.

Em todos os animais foi possivel observar a formagdo de fibras de colageno.
Aparentemente essa multiplicagdo ocorre de maneira mais precoce nos animais do G1 aos 3

dias de experimento, sendo ultrapassada pelo tratamento ofertado ao G3 no 5° dia. Aos 8 e 15
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dias de cicatrizacdo, o G1 volta a oferecer melhores condi¢cdes de polimeriza¢ao de fibras de
colageno, comparado aos outros grupos. Condizente com este estudo, Fossum (2015) cita que
a quantidade de colageno atinge seu pico maximo dentro de 2 ou 3 semanas apods a lesao.

A presenca de fibras colagenas esta de acordo com Campos (2007), que relatou em seu
estudo o aumento progressivo da maturagdo destas fibras, com seu inicio logo no primeiro dia
po6s lesdo, ainda durante a fase inflamatoéria da cicatrizagdo, que se estende até o 12° ¢ 15° dias,
acompanhando o aumento do nimero de fibroblastos, responsaveis pela sintese de colageno.

No mesmo trabalho, Campos (2007) descreve que, nas duas ultimas fases da
cicatrizagdo, a partir do 4° dia até a resolugdo ferida por completo, o colageno tipo 1 continua
a ser depositado pelos fibroblastos de maneira mais organizada. Hatanaka e Curi (2007) citam
que, com o aumento do nimero de fibroblastos produzindo coldgeno, a matriz extracelular
formada inicialmente passa a ser substituida por tecido conjuntivo mais forte e elastico,
aumentando a forga ténsil da ferida.

A formacao de novos vasos (neoangiogénese) ¢ consequente da formagao de tecido de
granulagdo, e se inicia com escore minimo primeiramente nas feridas do G1, se mantendo com
amesma graduagao até o final do estudo. A substancia utilizada nos animais do grupo G3 parece
estimular e acelerar melhor este processo aos 5 e 8 dias de cicatrizagdao, favorecendo o
amadurecimento da ferida mais cedo que nos outros grupos. Importante observar que apos 15
dias esta neovascularizagao diminuiu nos animais de G3 e se manteve estavel no outros dois
grupos, sugerindo que os animais pertencentes ao G3 apresentam, consequentemente, menor
formacgdo de tecido de granulacdo, o que pode retardar o processo cicatricial, analisando este
parametro isoladamente.

De acordo com Mendonca (2009), a angiogénese ¢ parte da fase proliferativa da
cicatrizagdo que tem inicio por volta do 4° dia apos a lesdo e se estende até o final da segunda
semana do processo cicatricial, fase esta em que o tecido de granulagdo ¢ formado, dado que
corrobora com os resultados obtidos neste estudo.

A presenca da neovascularizacdo acompanha o crescimento da polimerizagdo de fibras
coladgenas neste estudo, sendo a primeira necessaria para que a segunda aconte¢a de forma
satisfatoria, como descreveu Hatanaka e Curi (2007).

A redugdo do processo de neovascularizacdo e consequente formagdo de tecido de
granulacdo ao 15° dia no G3 pode ser explicada por Foz Filho (2003) que afirma que a agdo
bloqueadora aos receptores de serotonina faz com o que o tartarato de ketanserina contribua

para a estimulagdo fibrobldastica, evitando a formacao excessiva de tecido de granulagdo.
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A reepitelizacdo pareceu iniciar aos 5 dias, primeiro nos animais tratados com
clorexidina 1% e tartarato de kentaserina e asiaticosideo. Todos os grupos alcancaram
reepitelizagdo maxima no 15° de experimento. A agua destilada (G1) entdo pareceu oferecer
ambiente igualmente favoravel a reepitelizagdo, apesar de nao conter nenhum agente especifico.

Assim como constataram Belefia e Lacovara (1993), foi notado neste estudo que o
asiaticosideo possui acdo nas fases de proliferacdo e remodelamento, atuando sobre os
fibroblastos e favorecendo, assim, a sintese de colageno tipo I. Em estudo realizado por Shukla
et al. (2009), verificou-se que o uso topico de asiaticosideo em feridas cutaneas confeccionadas
por “punch” em cobaias gerou um aumento de mais de 50% na hidroxiprolina, aminoacido
constituinte do colageno, € na mesma propor¢ao na resisténcia a tragao tecidual, aumentando o
conteudo de coldgeno e favorecendo uma melhor reepitelizagao.

Com relagdo a avaliagdo de presenca de crosta, foi observada formagao em grau maximo
nos animais tratados com clorexidina 1%, no 3° dia de estudo. Todos os grupos alcangaram
escore maximo no 5° dia de cicatrizagdo. Apos 15 dias, nos trés grupos a crosta se soltou por

completo, nao sendo verificada em nenhum deles.

Segundo Fossum (2015), as crostas sdo resultado do codgulo formado no momento
inicial pds estimulo lesivo, durante a hemostasia, que se seca. De acordo com Pope (1996) a
espessura da crosta pode interferir no processo cicatricial, por diminuir a oxigenagao local e a
reepitelizagdo. Entretanto, Ribeiro et al (2008) cita que a presenca da crosta funciona como uma
protecao ao ferimento e possibilita que a cicatrizagdo avance além da sua superficie. O mesmo
autor ainda menciona em seu estudo que a desagregacdo precoce da crosta favorece o
desenvolvimento de microorganismos favorecendo, como consequéncia, a contaminagdo da
ferida.

Comparando aos autores citados, nesta pesquisa ndo foi percebida relacdo da presenca
de crosta com contaminagdo do sitio da ferida cirargica, porém € possivel associar com o
desenvolvimento do processo cicatricial, onde o grupo que apresentou menor formagao de

crostas pareceu iniciar a cicatrizagdo antes dos restantes.
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CONCLUSAO

Foi possivel observar que todas as feridas completaram o processo de cicatrizagao e que
os trés tratamentos aplicados foram eficazes. Porém, os animais tratados com clorexidina e a4gua
destilada apresentaram melhores respostas do que os animais tratados com tartarato de

ketanserina e asiaticosideo.
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