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RESUMO

Avaliou-se o tecido de granulagdo formado com o uso de membrana amnidtica e pericardio canino como
curativo bioldgico oclusivo em feridas cutdneas experimentais. Utilizaram-se 15 cdes; em cada animal,
foram produzidas trés feridas na regido toracica dorsal. As feridas craniais e caudais receberam aloenxerto
de membrana amnidtica e pericardio canino, respectivamente, ¢ as feridas intermediarias (controle)
curativo ndo aderente. No sétimo dia, sobre todas as feridas, foram feitas auto-enxertias cutdneas. Foram
realizadas avaliag¢des clinicas, histologicas, incluindo contagem e didmetro médio dos vasos sangiiineos
do tecido de granulagdo bem como coleta de secrecdo das feridas e dos enxertos. Concluiu-se que a
aplicag@o do curativo de membrana amnidtica e de pericardio canino sobre feridas cutdneas durante sete
dias ndo estimula o aparecimento da granulagdo necessaria para a aplicag@o a enxertia cutdnea, podendo,
apenas, ser utilizado como curativo bioldgico oclusivo.
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ABSTRACT

The granulation tissue formed with the use of amniotic membrane (ME) and canine pericardium (PE) as
an occlusive biological dressing in experimental cutaneous wounds was evaluated Fifteen dogs, having
three wounds on the dorsal thoracic region of each (FA -amniotic, FC -control and FP-pericardium) were
used. Clinical and histological evaluations were carried out, including counting and measuring the
average diameter of the blood vessels of the granulation tissue, as well as bacteriological exams (swabs)
of the wounds and the grafts. The granulation tissue formed after seven days of using the canine amniotic
membrane showed a vascular histological aspect, being able to be favorable to the cutaneous grafting. It
was concluded that the use of amniotic membrane and canine pericardium dressing on cutaneous wounds
during seven days did not stimulate the presence of granulation necessary for the use of cutaneous
grafting, however, it can be used as an occlusive biological graft.
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INTRODUCAO

A cicatrizagdo, como fendmeno biologico, exige
a participagdo ativa de células e um ambiente
local favoravel para o metabolismo celular. Nas
feridas cutineas, esse ambiente deve ser
oferecido, aplicando-se curativos, e 0s principios
gerais de cuidado com as feridas, como umidade,
limpeza e cobertura, devem ser respeitados
(Coelho, 1998).

Os substitutos temporarios de pele sdo
classificados, de acordo com sua origem, em
bioldgicos (aloenxerto, xenoenxerto e derivados
de tecidos), sintéticos e compostos ou
biossintéticos (Pitanguy et al., 1988; Dockhorn et
al.,, 1992) ¢ sdo indicados no tratamento de
feridas limpas e com pouca exsudagao.

Membranas biologicas, como pericardio e
amnidtica, tém sido empregadas com essa
finalidade, conforme sugerido por Bellenzeni et
al. (1998). Oliveira e Alvarenga (1998)
afirmaram que as membranas biologicas
contribuem para o processo de cicatrizagdo por
protegerem mecanicamente a ferida, prevenirem
a infeccdo e estimularem a neovascularizagdo
local.

O resultado da enxertia depende exclusivamente
do tipo de enxerto, da area doadora, do preparo
rigoroso do leito receptor e da auséncia de
movimentos pos-operatorios entre o enxerto € o
leito receptor (Dockhorn et al., 1992; Anderson,
1997).

Um leito receptor com bom suprimento
sangiiineo viabiliza a integragdo do enxerto,
sendo que tanto feridas cirtirgicas recentes como
feridas com tecido de granulagio rosado,
saudavel, livre de infec¢des e corpos estranhos,
sdo adequadas a enxertia (Pavletic, 1996; Pope,
1996). Outros critérios para a integragdo do
enxerto incluem a altura do tecido de granulagdo
em relagdo as margens da pele adjacente e o
controle da hemorragia do leito receptor,
prevenindo a formacdo de hematomas e seromas
(Fox e Probst, 1982).

Este trabalho teve o objetivo de avaliar o tecido
de granulagdo formado abaixo dos curativos
bioloégicos (membrana amnidtica e pericardio
canino), em feridas experimentais em caes, até o
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sétimo dia de pos-operatdrio e adequar o leito
receptor a enxertia cutdnea autogena.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 15 cies, machos e fémeas, SRD
e clinicamente sadios, provenientes do canil
municipal da vigildncia ambiental. Os animais
permaneceram por um periodo de adaptagdo de
15 dias, no qual foram avaliados quanto a
higidez organica, por meio de observagao clinica,
hemograma e exame coproparasitologico. Em
cada cdo, foram produzidas trés feridas na linha
dorsal toracica, retirando-se um fragmento de
4cm? de pele total, previamente demarcado com
molde de papel adesivo estéril. As feridas
craniais de todos os cdes formaram o grupo FA
(membrana amnidtica); as feridas intermediarias,
o grupo FC (controle); e as feridas caudais, o
grupo FP (pericardio).

As feridas dos grupos FA e FP receberam
aloenxerto de membrana amnidtica e pericardio
canino, respectivamente. Essas membranas
foram retiradas do meio de conservacao (glicerol
a 98%), hidratadas por 30 minutos em solugéo de
NaCl 0,9%, recortadas e aplicadas sobre a ferida.
Suas bordas estenderam-se cerca de 1,5cm das
margens da ferida e foram fixadas a pele integra
com cola de cianoacrilato'. A membrana
amnidtica manteve um contato estreito com o
leito da ferida, sendo aplicado um curativo
compressivo com gaze esterilizada. As feridas do
grupo FC receberam um curativo ndo aderente’
de viscose, impregnado com uma emulsdo
neutra, aplicado sobre a ferida, colado a pele
integra e, entfo, coberto com um curativo de
gaze esterilizada. As feridas foram observadas
diariamente, e os curativos de gaze foram
trocados a cada 24 horas, em todos os grupos. O
periodo poés-operatorio se completou sete dias
apos o transcirargico.

Para avaliagGes bacteriologicas, foram realizadas
coletas de tecido de granulagdo no sétimo dia do
pos-operatorio. As amostras de tecido foram
semeadas em agar-sangue de ovino a 8% e
incubadas a 37°C por 24 e 48 horas. Os
crescimentos bacterianos foram classificados por
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meio de provas bioquimicas e morfotintoriais
pelo método de Gram (Carter, 1988).

Avaliagdo histologica foi realizada em todas as
feridas no sétimo dia de pos-operatorio,
utilizando-se um fragmento retirado da jungéo
entre o tecido de granulagdo e a pele integra. Os
fragmentos foram fixados em solugdo tamponada
de formaldeido 10%, processados para inclusdo
em parafina, cortados em micrétomo (4um),
corados pelo método da hematoxilina-cosina e
tricromico de Masson e examinados sob
microscopia optica.

As enxertias cutaneas foram realizadas no sétimo
dia sobre os leitos de granulagdo das feridas
previamente produzidas. Iniciou-se, entdo, o
debridamento do tecido de granulagdo com
compressa de gaze e a resec¢do do tecido de
granulacdo exuberante antes da enxertia. A area
doadora do enxerto foi a face lateral do membro
pélvico direito na regido femoral e ao redor dos
leitos receptores. O térax de todos os animais foi
envolvido por malha de algoddo. Os animais
foram avaliados clinicamente 24 horas apds a
aplicagdo do auto-enxerto e diariamente até o 10°
dia de pods-operatorio. Todas as feridas
enxertadas foram avaliadas histologicamente no
10°> dia de pds-operatorio, utilizando-se um
fragmento retirado da juncao entre a pele integra
e a area enxertada, na margem lateral esquerda
das feridas. As avaliacdes das feridas enxertadas
foram realizadas no quinto e no 10° dia apds a
enxertia; nessa, foram observados: aspectos de
coloragdo, presenca de edema, fragmentacdo,
secrecdo, deiscéncia, enfisema, crosta, necrose e
tecido cicatricial. A classificagdo da secregdo foi
feita seguindo trés parametros: quantidade
(ausente, leve e intensa), coloracdo (amarela,
verde, marrom e vermelho) e aspecto (seroso,
mucoso, purulento, mucopurulento e
serosanguinolento). Quanto a intensidade de cor,
as feridas foram classificadas em palida, rosada,
com hiperemia leve, moderada ou intensa.

Os resultados obtidos foram expressos como
médiatdesvio-padrio, submetidos a analise de
varidncia ¢ ao teste Tukey, ao nivel de
significancia de P<0,05 (Arango, 2001). O
numero médio de vasos no tecido de granulagdo
de cada grupo estudado foi obtido pela contagem
dos vasos sangiiineos presentes em cinco campos
(200X) de todas as laminas histologicas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi observado crescimento bacteriano ou
flngico nas membranas conservadas em glicerol
98%. Foram isolados, ao sétimo dia de
tratamento, Staphylococcus sp. e Streptococcus
sp. nas feridas dos grupos FA e FP, e
Micrococcus sp. nas feridas do FP.

No tecido de granulagdo, avaliado ao sétimo dia,
observaram-se macrofagos e fibrocitos, além de
sinais de resposta inflamatoria aguda (infiltrado
eosinofilico), em especial nas feridas-controle
(FC), que também exibiram neovascularizagdo e
presenca de fibras coldgenas. Foi possivel
observar ainda que o uso de membrana amnidtica
estimulou uma resposta predominantemente
vascular, ao passo que o pericardio promoveu
maior sintese de fibras colagenas. Esse aspecto
representa um padrdo predominantemente
colageno, sugerindo estadio posterior do
processo de reparo, quando comparado ao
controle e & membrana amnidtica, embora essa
ultima ndo tenha oferecido uma oclusdo
duradoura devido as fragmenta¢des observadas
durante o tratamento, interferindo positivamente
no processo cicatricial, ja que diferiu
histologicamente das FC.

Quanto ao numero médio de vasos, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre as
FC e FA, compativel com a analise qualitativa
dos tecidos em questdo. Entretanto, em FP houve
redugdo significativa do nimero de vasos na
ordem de 55% e 34%, em relacdo a FC e FA,
respectivamente. Quanto ao didmetro médio dos
vasos sangilliineos, observaram-se redugdes
significativas em FA e FP na ordem de 48,4% e
89,1%, comparadas a FC, respectivamente.
Dessa forma, notou-se que as FP encontravam-se
num estagio de cicatrizagdo mais avancado que
FA e FC, demonstrado pela diminuigdo do
diametro dos vasos neoformados, presentes no
tecido de granulagdo e pelo padrio colagenoso
determinado na analise dos cortes histologicos
desse tecido. Segundo Alison (1992), esses vasos
regridem conforme haja deposi¢do de fibras
colagenas e transi¢do a fase de maturagdo. Os
resultados sugerem que a capacidade de oclusdo,
observada clinicamente com a aplicacdo do
curativo de pericardio canino, tenha favorecido,
como descrito por Hilario e Vasques (1994), a
sintese de colageno e, conseqlientemente, a
resolucdo do processo cicatricial. FA apresentou

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.59, n.2, p.358-362, 2007



Membrana amnidtica e pericdrdio canino...

valores médios intermediarios na contagem do
nimero de vasos em relagdo a FC e FP, mas ndo
houve diferenga significativa entre os valores de
FA e FC. Entretanto, a avaliagdo qualitativa do
tecido de granulacdo formado no grupo FA
sugere um padrio vascular. Com relagdo ao
didmetro dos vasos, FA obteve também valores
intermediarios e significativamente diferentes de
FC e FP. Embora as membranas amnioticas
aplicadas ndo tenham oferecido uma oclusdo
duradoura devido as fragmentacdes observadas,
essas membranas, quando aplicadas sobre feridas
cutineas, parecem interferir na progressao do
processo  cicatricial, ja que diferiram
histologicamente das FC.

No grupo FC, observou-se maior nimero médio
de vasos sangiiineos, porém esse resultado ndo
foi significantemente diferente do observado em
FA. O tecido de granulacdo de FC caracterizou-
se por um padrdo fibrovascular, intermediario a
FA (vascular) e FP (colagenoso). O maior
diametro dos vasos pode sugerir a evolu¢ao dos
capilares para vénulas e arteriolas de maiores
calibres, os quais posteriormente tiveram os
didmetros reduzidos e foram substituidos por
tecido colagenoso (Oliveira e Alvarenga, 1998),
como observado principalmente em FP.

Os resultados clinicos e bacteriologicos das FA
ndo indicam o uso da membrana amnidtica como
curativo oclusivo nao aderente, embora essa
membrana parecesse interferir na atividade
bioldgica do processo cicatricial. Estudos sobre
as propriedades angiogénicas contidas nessa
membrana, como os de Subrahmanyam (1995) e
Oliveira e Alvarenga (1998), atribuiram a
membrana amnidtica humana uma propriedade
angiogénica, com formacao profusa de tecido de
granulacdo  estimulado  por  fatores de
crescimento e angiogénicos presentes no amnio,
os quais devem ser considerados, pois,
provavelmente, contribuem para uma rapida
epitelizagao.

No quinto dia, apos a enxertia cutdnea, observou-
se secre¢do purulenta moderada a abundante em
todas as feridas. No 10° dia, todas as feridas
apresentaram menor quantidade de secrecdo,
variando de leve a moderada. De acordo com
Monteiro et al. (2001), a pele dos cdes possui
uma flora bacteriana residente e transitoria.
Como esses animais tém estreita relacdo com o
solo, ¢ provavel que a pele entre em contato com
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fezes e outras impurezas, contaminando-se com
microrganismos os quais, possivelmente, seriam
os responsaveis pela presenca de secrecdao
purulenta.

Os grupos FA e FP apresentaram valores
semelhantes de fragmentacdo dos enxertos,
proximo de 30%, tendo aspecto crostoso ou, as
vezes, com lise parcial. A deiscéncia foi
observada por ruptura da pele enxertada. No 10°
dia, todos os enxertos apresentavam necrose, € as
feridas sob eles mostravam-se contraidas com
uma pequena area de tecido de granulagdo.
Embora nao tenha havido a pega dos enxertos
aos leitos de granulacdo, os fragmentos de pele
agiram como curativos oclusivos,
proporcionando a diminui¢do da exsudagdo com
manutencdo de umidade, a epitelizacdo ¢ a
contracdo das feridas. Essas observagoes,
também, foram feitas por Chanda et al. (1994),
que utilizaram a pele como curativo em cobaios.
As caracteristicas de um curativo primario
oclusivo foram descritas por Paulo (1997),
Bellenzani et al. (1998) e Coelho (1998), os
quais citaram que o ambiente umido, associado
aos fatores locais, acelera o movimento celular
de reepitelizagdo.

Observou-se, em todas as feridas, formacdo de
tecido cicatricial caracterizado pela proliferagdo
de fibroblastos, deposi¢do ¢ alinhamento das
fibras colagenas, regressdo dos infiltrados
celulares inflamatorios (neutrofilos, eosinéfilos e
macrofagos) e de parte dos vasos sangiiineos
neoformados do tecido de granulagdo, além de
reepitelizagdo do leito da ferida, como descrito
por Alison (1992). Nao foi possivel observar
diferencas quanto a reepitelizacdo nas feridas
estudadas.

Na histologia dos enxertos, observaram-se
auséncia de nucleos celulares, intensa eosinofilia
e manutengdo do arcabougo celular (cell
outlines), sugerindo necrose coagulativa. A
infeccdo, descrita principalmente em FP,
provavelmente favoreceu a ndo integragdo dos
enxertos e subseqiiente necrose. Embora ndo
tenha sido mensurada a quantidade de bactérias
por grama de tecido, a presenga de Streptococcus
B-hemolitico inviabiliza a integragdo de um
enxerto (Dockhorn et al., 1992) devido a um leito
de granulag¢do vascular escasso (Pavletic, 1996;
Pope, 1996; Anderson, 1997).
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CONCLUSOES

O curativo de membrana amnidtica e pericardio
canino sobre feridas cutineas durante sete dias
nao estimula o aparecimento da granulagdo
necessaria para a aplicacdo a enxertia cutanea,
porém pode ser utilizado como curativo
bioldgico oclusivo.
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