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RESUMO

Objetivos: O objetivo deste estudo foi, comparar a cicatrizagéo de feridas infectadas
e nao infectadas, em pele de ratos, tratadas pelo polimero de mamona (PM) e
brometo de lauril-dimetil-benzil-amdnia (BMA). Material e Método: Foram utilizados
98 ratos machos (Rattus norvegicus, Rodentia mammalia) Wistar, com idade média
de 157,32+3,43 dias e peso médio de 245 64+14,76g. Em cada animal foi executada
uma ferida incisa de 4cm de comprimento sobre a coluna vertebral. Os animais eram
separados em 3 grupos : infectados com 80x10* UFC de Staphylococcus aureus
(n=45) e néo infectados (n=45), ambos subdivididos em 3 subgrupos (n=15)
conforme o tratamento a ser submetido: polimero de mamona (Grupo PM), brometo
de launl-dimetil-benzil-aménia (Grupo BMA) e solucéo salina isotdnica (Grupo SF).
Foram também utilizados oito ratos normais para a obtencdo dos valores normais
das avaliagbes laboratoriais (Grupo controle). A cada 24 horas apos a confecgéo da
ferida e infecgéo, todos os animais eram submetidos a troca de curativos com 1ml do
produto a ser testado. A cada 5 dias, durante 15 dias, cinco ratos de cada sub-grupo
eram submetidos a eutanasia e coleta de amostras da ferida cirlrgica para:
dosagem de hidroxiprolina tecidual, avaliagdo da permeabilidade vascular, contagem
de Staphylococcus aureus e histologia. Resultados: Ndo houve bbitos durante os
periodos de avaliagbes e todas as feridas infectadas com Staphylococcus aureus
evidenciaram macroscopicamente sinais de infecgdo. As feridas infectadas e
tratadas com BMA ou PM n&o diferiram entre si (p>0,05) quando comparados a ao
grupo SSI, quanto a biossintese de hidroxiprolina nas trés avaliagbes procedidas.
Houve significancia estatistica quanto & permeabilidade vascular no décimo quinto
dia de evolugdo entre os animais néo infectados do grupo BMA e do grupo SSI
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(p<0,01) e entre o grupo PM e SSI. Houve significdncia estatistica (p<0,01) nas
contagens de Staphylococcus aureus no quinto dia de evolugdo entre os animais
infectados dos grupos BMA e PM (p<0,05) e entre BMA e né&o tratados (p<0,001).
Entre aqueles tratados com PM, no décimo dia de evolugdo, somente diferiram
estatisticamente dos nd@o tratados (p<0,001). No décimo quinto dia houve
significancia estatistica entre os grupos BMA e n&o tratados (p<0,01) e entre PM e
ndo tratados (p<0,05). Conforme as porcentagens dos achados histolégicos nos
grupos de animais n&o infectados pode-se observar que quanto as alteracdes
inflamatorias, no décimo dia de evolugdo os animais tratados com BMA
apresentaram evolugdo mais favoravel em relagdo ao grupo PM, tendo sido
evidenciada regressdo do padrdo inflamatério de forma mais precoce. Da mesma
maneira, a formag@o de tecido de granulagdo ocorreu mais precocemente em
relagdo aos demais grupos e ndo houve formagdo de reagdo de corpo estranho.
Conclusdes: Nao houve diferenga significativa entre o nédo tratamento destas feridas
e 0 uso de brometo de lauril-dimetil-benzil-aménia ou do polimero de mamona,
independentemente da presenca de infecgéo, quanto a sintese de colageno. Quanto
a exudacéo inflamatéria das feridas cirirgicas, ndo se observaram diferencas
significativas entre o ndo tratamento destas feridas e o uso de brometo de BMA e o
PM. independentemente da presenca de infecgdo. Quanto a redugéo da populacdo
bacteriana infectante observaram-se vantagens no uso do BMA, quando comparado

ao uso de polimero de mamona e o néo tratamento das feridas cirdrgicas.
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ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to compare the effect of the castor-bean
polymer and the lauryl-dimetyl-benzyl-ammonia bromide on the healing process of
infected skin wounds in rats. Method: 98 male Wistar rats (Ratfus norvegicus,
Rodentia mammalian) — aged 157,32 days (average) and weighing 245,64+14,76g
(average) — were used. A 4cm-long skin wound was produced in the dorsum of each
animal. The animals were divided into tree groups. One was infected with a 80x10°
Staphylococcus aureus colony-forming unit (n=45); the other was left uninfected
(n=45). Both groups were subdivided into three smaller groups (n=15), according to
the type of handling they were to be submitted to: treatment with the castor-bean
polymer (PM* group), treatment with lauryl-dimetyl-benzyl-ammonium bromide (BMA*
group) and treatment with a physiologic solution (SSI* group), eight normal rats were
used for normal values of laboratorial evaluations (Control group). Every 24 hours
after the wounds and infection had been produced, all the animals were treated with
a 1ml dose of the product being tested, and bandages were replaced with fresh ones.
On the 5" 10" and 15™ post-operative days, five animals in each group were
submitted to euthanasia, and the surgical wound was removed and prepared for a
histological analysis by Hematoxilyn-Eosin staining, for a quantitative evaluation of
collagen by tissular hydroxyproline content, for inflammatory extravasation by the
Evans Blue method and a Staphylococcus aureus count. The resulting data were
submitted to statistical analysis by the ANOVA method. Results: There were no
natural animal deaths during the period of study, and all the Staphylococcus aureus-
infected wounds showed macroscopic infection signs. No differences between the
BMA and the PM treatment of the infected wounds were observed when compared
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with the Control group (p>0.05) in regard to the hydroxyproline biosynthesis in all
evaluations. Statistical significance was found in vascular permeability on the 15™
day of evolution when comparing the non-infected animals in the BMA group and
those in the SSI group, and also between the PM and SSI groups (p<0.01). Statistical
significance (p<0.01) was also found in Staphylococcus aureus counts on the 5™ day
of evolution after comparing the infected animals in the BMA and those in the PM
groups (p<0.05), and also between the BMA and Control groups (p<0.001). On the
10" day, the animals treated with the polymer showed differences only in comparison
with the Control group (p<0.001). On the 15" day, statistical significance was found
when comparing the BMA and Control groups (p<0.01) and also between the PM and
Control groups (p<0.05). Based on the percentages of the histological findings in the
non-infected groups of animals, it was observed that — in regard to inflammatory
alterations — on the 10" day, the BMA-treated animals evidenced a more favorable
evolution than the polymer-treated group: they showed regression of the
inflammatory reaction at an earlier stage. Likewise, granulation-tissue formation
occurred sooner than in the other groups, and there was no foreign-body reaction.
Conclusions: No significant differences were found between the non-treated
wounds and those where both the lauryl-dimetyl-benzyl-ammonium bromide and the
castor-bean polymer were used — regardless of whether or not infection was present
— in respect to the collagen synthesis. As to the tissular inflammatory extravasation
in the surgical wounds, no significant differences were found between the treatment
of these wounds either with the bromide or with the polymer, independently of
whether or not infection was present. In regard to reduction in infectious skin bacterial
population, advantages in the use of the bromide were observed, when compared
with both the castor-bean polymer-treated and the untreated surgical wounds.
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* acronyms from the Portuguese equivalents.
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1 INTRODUGAO

A reparagao de feridas constitui elemento determinante para a manutengéo da
homeostase de todo ser vivo. Sem o processo inflamatorio-reparativo, qualquer
quebra da continuidade de tecidos traduzir-se-ia em potencial perigo de vida. Em
escala zooldgica mais avangada, especialmente nos mamiferos, o fechamento de
feridas ocorre por cicatrizagdo, em U(ltima instancia, torna-se este fenémeno a
garantia da sobrevivéncia pos-trauma.

No Egito, a 5.000 a.C., os médicos consultavam ao que veio a ser chamado de
Papiro de Edwin Smith, que se constituiu no mais antigo documento cirdrgico
conhecido e que destaca orientagcbes sensatas sobre o tratamento de feridas como,
amarrar as bordas ou suturar simplesmente e aplicar mel e gordura, instruinde o
doente a ter moderagéo em tudo, até ocorrer a cicatrizagdo (KNUTSON, 1981).

Desde os primordios da Medicina, ja era registrada a preocupacédo com a
cicatrizagao das feridas, que tal como atualmente, era considerada essencial para a
saude. No Codigo de Hamurabi, 2.000 anos a.C., foram enumeradas propostas
terapéuticas para este fim, inclusive estabelecendo punigbes quando da falha do
tratamento médico, j& naquela época havia o "fantasma" das feridas cronicas
rebeldes ao tratamento. Os indios Navajos escolhiam o canto apropriado para
convencer 0s deuses a acelerarem a cicatrizagdo (ROMM; COCKRELL; FEUSSNER
JR., 1984).

Incapazes de determinar com precisdo a fisiologia do processo cicatricial e
pressionados pela necessidade de obter medicamentos que atuem de forma

favoravel no fechamento das feridas, muitos estudos vém tentando avaliar as agdes



de novas drogas que possam simultaneamente, acelerar o processo cicatricial e que
apresentem significativa inocuidade para os tecidos adjacentes, pois, apesar dos
avangos alcangados no controle da infecgéo, mediante multiplos cuidados e estudos
que ocorreram ao longo da histéria da Medicina, o problema da cicatrizagéo de
feridas infectadas ainda persiste, uma vez que s&o significantes os registros de
seqilelas e perdas de pacientes por esta causa.

Neste contexto, os estudos em modelos animais, contribuem com novas
alternativas de terapéuticas, e na literatura consultada foram observados a utilizagéo
de diversos produtos como: acetato de hidrocortisona e soro anti-macréfago
(LEIBOVICH; ROSS, 1975), mel (BERGMAN, 1983), associagdo de papaina e
sacarose (MASINI; CALAMO, 1986), aglcar (PRATA, 1988), colagenase associada
ao cloranfenicol (TEVES, 1889), papaina, acglcar, minoxidii e glucana
(SMIALOSWAKI, 1991), fenitoina (LODHA, 1991), povidine (KAY, 1993), alopurinol ou
superoxido-dismutase (SENEL, 1995), hidrogel, (SOUZA FILHO, 1997), diclofenaco
de sodio (TOGNINI; 1998), resinas derivadas da mamona, em alvéolos dentarios
(CARVALHO, 1997), diclofenaco de sédio (ARAUJO, 1998), Aloe vera (CHITRA,
SAJITHLAL, CHANDRAKASAN, 1998), TNFa o TNFbp em intestinos (MAISH,
1998), oxido nitrico (SHUKLA, 1999), dleo de copaiba (BRITO, 1999), acido
hialuronico (MEDEIROS, 1899), hidrocortisona (GUPTA, 1999), insulinoterapia
(REPKA, 2000), horménio do crescimento (BIONDO-SIMOES, 2000 e SANTOS,
2002) entre tantos outros citados.

No presente trabalho foram escolhidas duas novas substancias a serem
estudadas em feridas padronizadas, induzidas em ratos, o polimero de mamona
(PM) e o brometo de lauril-dimetil-benzil-amé&nia a 10% (BMA), com a finalidade de

comparar suas agbes sobre o processo cicatricial de feridas cirlirgicas infectadas



pelo Staphylococcus aureus, a principal bactéria contaminante nestas lesdes,

principalmente em casos de trauma.

1.1 OBJETIVO

O presente estudo experimental tem como objetivo avaliar comparativamente a
evolugao da cicatrizagdo em pele de ratos, de feridas infectadas e néo infectadas,

tratadas pelo polimero de mamona e brometo de lauril-dimetil-benzil-amdnia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O POLIMERO DE MAMONA

Este polimero vegetal organico é extraido do Ricinus comunis L, comumente
conhecida no Brasil come mamona. Trata-se de uma oleaginosa da classe
Dicotiledonea, ordem Gerianaces, familia Euforbiaceas. A mamoeira & também
conhecida no Brasil como carrapateira, ricino e palmacusti, Caracteriza-se por folhas
grandes palmadas e frutos rodeados de espinhos e contendo trés sementes em seu
interior (FIGURA 1). Existe ainda controvérsia entre os especialistas, se

efetivamente a origem desta planta é da Abissinia ou da India, (PINTO, 19586),

FIGURA 1 - FOLHAS E FRUTOS DA MAMONA (Ricinus comunis'L.)




Os frutos sdo capsulas espinhosas contendo sementes oleaginosas. Das
sementes da mamona extrai-se 0 oleo de ricino ou o 6leo de mamona, de grande
aplicagdo na industria de lubrificantes, plastificantes, sabdes e detergentes, resinas,
cosmeticos e industria farmacéutica (RAYMOND, 1961).

Muito embora tenha elevado teor protéico, sua utilizagéo na dieta humana ainda
ndo foi possivel devido & presenga de compostos capazes de produzir efeitos
indesejaveis no organismo. Destes, o mais nocivo & um alcaldide téxico denominado
ricina, cujos efeitos podem ser comparados aos das toxinas botulinica, diftérica e
tetanica. Existem também na torta da mamona alérgenos de natureza glicoprotéica,
semelhantes aos existentes no amendoim e algodéo (MIYADA, 19586).

O polimero, ora em estudo, caracteriza-se pela presenca de acido ricinoléico,
que possui 18 atomos de carbono e difere dos demais acidos graxos por possuir
uma hidroxila no carbono 12 e por apresentar dupla ligagdo entre os carbonos 9 e
10. Da analise por cromatografia de alta resolugdo em fase gasosa (ANEXO 5),

observa-se a seguinte composicao:

TABELA 1 - COMPOSICAO PORCENTUAL DE ACIDOS GRAXOS DO POLIMERO DE
MAMONA, CONFORME LAUDO TECNICO N° 3.211 — 27478/93 (ANEXO 21)

Componentes o Porcentagem
Acidos graxos totais 21,8
Insaponificaveis nos acidos graxos 0,3
A‘Cidﬂ Palmitico {GmHa‘g‘Dﬂ 1,6
Acido Estearico (CmH;ﬁGz} 0.8
Acido Oléico (C1gH1402) 6,8
J{Hﬂidﬂ Linoléico (C1gH1202) 82
Acido Ricinoléico (C1aH403) 822

Apresenta atividade antimicrobiana satisfatoria avaliada in vitro, frente as

bactérias Escherichia coli, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus (ANEXO 13).



Para sua utilizagao in vivo, este polimero deve comprovar sua inocuidade em
testes padronizados em animais de laboratério. Em 1993, foi procedido o teste
toxicolégico de irritabilidade em olhos de coelhos, no Centro de Assisténcia
Toxicolégica do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista - Campus
de Botucatu. Foram utilizados coelhas albinas, da linhagem Norfolk, pesando entre
1,8 a 2,0Kg, com 2 meses e meio de idade, o polimero de mamona foi utilizado na
sua concentragdo original. Cada animal foi examinado previamente quanto a lesfes
oculares, mediante a aplicagdo de fluoresceina a 2%, ndo sendo observada
nenhuma lesé&o. O polimero foi aplicado no volume de 0,1ml em cada um dos olhos
esquerdos dos animais e 0,1ml de solugio fisiolégica como controle, nos olhos
direitos. Foram feitas leituras 1, 3 e 6 horas apos a aplicagéo e posteriormente a
cada 24 horas, até o sétimo dia do experimento. Na leitura de 1 hora, o globo ocular
dos animais apresentava-se com congestdo vascular da conjuntiva, nas 3 horas
havia congesté@o vascular da conjuntiva e aumento de secre¢do, nas 6 horas estes
sinais ainda permaneciam inalterados. Ap6s 24 horas da aplicagdo observou-se
ainda congestdo vascular da conjuntiva e nas 48 horas o globo ocular apresentava-
se sem alteragbes. Concluiu-se que o polimero de mamona quando utilizado na
concentragao original apresentou-se nao irritante ou lesivo ao globo ocular, embora
tenha causado congestdo vascular da conjuntiva e aumento da secreg¢éo ocular nos
animais nas primeiras 24 horas do experimento (ANEXO 14).

Ainda foram executados experimentos para avaliar a irritabilidade dérmica em
coelhos. Os animais foram fricotomizados com 24 horas de antecedéncia, numa
area de 6x12cm, na regido dorsal. O polimero de mamona foi aplicado num volume
de 2ml sobre a regido e as leituras foram feitas 30 e 60 minutos ap6s e a cada 24

horas até o décimo dia. Nao foram observadas nenhuma alteracdo dérmica nos



animais e concluiu-se gque o polimero gquando aplicado na concentragdo original,
apresenta-se como agente nao irritante (ANEXO 15),

O oleo € o mais importante constituinte da semente de mamona, sendo o acido
ricinoléico o seu maior componente. O grupo hidroxila confere ao éleo da mamona a
propriedade em alcool. Além disso, € um oOleo bastante estavel em variadas
condicdes de pressao e temperatura (BON, 1989).

Praticamente toda a produgdo da mamona é industrializada, obtendo-se como
produto principal o oleoc e como subproduto a torta de mamona, que tem grande
capacidade de restauracao de terras esgotadas. A extragdo do dleo pode ser feita da
semente completa (sem descascar) ou da baga (semente descascada por meio de
maquinas apropriadas). O método utilizado para extrair o 6leo pode ser prensagem,
a frio ou a quente, ou extragao por solvente.

No caso do 6leo medicinal, a prensagem das améndoas & feita a frio, obtendo-se
0 oleo limpido, incolor e brilhante, livre do toxico ricina, com baixo teor de acidez e
impurezas. O dleo medicinal ainda deve passar pelos processos de refinacdo e
neutralizagéo, para que seja absolutamente isento de acidez e de impurezas. Ja
para a extragdo do dleo industrial utiliza-se também a prensagem a frio ou de
preferéncia, a quente, das sementes completas, obtendo-se 6leo tipo standard
limpido, brilhante, que pode ter, no maximo, 1% de acidez e 0,5% de impurezas e
umidade, depois de refinado. O oleo industrial também pode ser obtido da torta
resultante da extragdo do 6leo medicinal.

Ate a presente data, os estudos sobre o polimero de mamona versam sobre sua
acao como componente de cimento Osseo, amplamente utilizado na éarea de

Ortopedia e Odontologia, para a consolidagdo de préteses.



2.2 O BROMETO DE LAURIL-DIMETIL-BENZIL-AMONIA

E um produto orgénico, sintético, cuja formulacéio foi concebida para uso in vitro,

na degermacao de instrumentos médico-hospitalares.

CH,

|
OIBr-(CHz)yz2 -N- CHy
I

Apresenta-se como liquido incolor e inodoro, comercializado sob a forma de
solugao aquosa a 10% (p/v) em pH neutro, densidade 1.008 com o nome comercial
de Gerdex”, apresenta-se sol(ivel em compostos polares e insolvel em néo polares,

Tem por mecanismo de agdo microbicida o fato de alterar o equilibrio idnico da
membrana celular bacteriana, interagindo com grupos amino, impedindo as suas
fungbes de barreira osmaética. Também atua nas ligagdes fosfatos, desnaturando
proteinas plasmaticas, enzimas, ATP (trifosfato de adenosina) e o DNA (Acido
desoxirribonucléico). A presenga do Bromo na molécula interfere nos fosfolipideos e
mucopolissacarideos cuja presenga € indispensavel para o metabolismo e
reprodugao de microorganismos.

Em estudo para verificagéo de atividade microbicida, executado no “Instituto
Venzuelano de Investigaciones Cientificas - Centro de Microbiologia y Biologia

Celular”, conforme a metodologia recomendada pela AOAC, foi comprovada



atividade bactericida e néo bacteriostatica frente aos seguintes microorganismos:
Klebsiella pneumoniae (ATCC 21363), Serratia rubidea (ATCC 147586),
Streptococcus pneumoniae (ATCC 6303), Escherichia coli (ATCC 9637),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella cholerasuis (ATCC 10708),
Clestridium sporogenes (ATCC 3584). A atividade esporicida foi verificada frente a
esporos de Bacillus subtilis (ATCC 21331), atividade tuberculicida frente ao
Mycobaterium smegmatis (ATCC 19420) e fungicida frente ao fungo Rhizomucor
miehei (ATCC 26912) (ANEXO 186).

Neste produto foi avaliado o seu potencial de irritagdo ocular em coelhos no
Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR), conforme metodologia. Em coelhos
albinos da linhagem (Nova Zelandia), machos, pesando entre 1,5 a 3kg, foram
aplicados 0,1ml do produto no saco conjuntival do olho direito mantendo-se as
palpebras unidas durante 30 segundos. O olho esquerdo foi mantido como controle.
Procederam-se leituras nas 24, 48 e 72 horas e sétimo dia. Concluiu-se que o
produto pode se classificado como néo irritante (ANEXO 17).

Em avaliagéo de irritagdo dérmica, conforme metodologia também estabelecida
pelo INCQS, o produto Gerdex®, embora tenha induzido eritema e edema leve, foi
classificado como néo irritante (ANEXO 18).

Para a determinagdo de sua dose letal mediana, foi empregada metodologia
padronizada pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS -
RJ), sendo administrado o produto por via oral em ratos Wistar (10 machos e 10
fémeas), com pesos entre 160 a 210g. Os animais foram observados quanto aos
sinais de intoxicagéo e mortes até o 14° dia. A dose letal mediana foi calculada pelo
método estatistico de Litchfield-Wilcoxon. Concluiu-se que a dose letal mediana oral

machos e fémeas foi superior a 600mg/Kg, ndo tendo sido observadas alteragdes
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macroscopicas no trato digestivo e visceras abdominais apés necropsias (ANEXO
19).

Procedeu-se também ensaio para a determinagio da dose letal mediana dermal
conforme metodologia preconizada pelo INCQS, sendo administrado o produto na
regiéo dorsal tricotomizada de ratos Wistar (10 machos e 10 fémeas), com pesos
entre 150 a 200g. Os animais foram observados quanto aos sinais de intoxicagéo e
mortes ate o 14° dia. A dose letal mediana foi calculada pelo método estatistico de
Litchfield-Wilcoxon. Concluiu-se que a dose letal mediana dermal machos e fémeas
foi superior a 12.000mg/Kg, nao tendo sido observadas alteragbes macroscépicas na

regido onde o produto foi aplicado (ANEXO 20).



3 MATERIAL E METODO

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo foi realizado no Centro de Estudos do Hospital e Maternidade
Angelina Caron. Foram testados © polimero de mamona (PM), obtido do
departamento de Bioquimica e Farmacologia da Universidade Estadual Paulista
(Botucatu-SP) e o brometo de lauril-dimetil-benzil-aménia (BMA) na cicatrizagdo de
feridas cirdrgicas, infectadas por Staphylococcus aureus e néo infectadas, conforme
grupos de animais descritos na TABELA 2.

Aplicaram-se 0s preceitos eticos preconizados pelc Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA), a Nomina Anatomica Veterinaria (1983) e as
normas para apresentagac de documentos da Associagdo Brasileira de Normas

Técnicas (2002).

TABELA 2 - DEMONSTRATIVO DA ORGANIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS E DOS
PROCEDIMENTOS EXECUTADOS

‘ Periodos de Aferigbes
Grupos N Procedimentos e nimero de animais
- | BS 90 | ER
Earida Tratados com brometo de laurl-dimetil-benzil- 5 5 5
infectada com amdnia
Staphyilococcu Tratados com polimero de mamona 5 5 5
§ aureus Tratados com solugdo salina isotdnica 5 5 5
Tratados com brometo de lauril-dimetil-benzil- 5 5 5
. amédnia
Ferida nao 45
Infectada Tratados com polimero de mamona 5 5 5
~ Tratados com solugao salina isotbnica S 5 5
Grupo de ratos nos quais néo foram executados nenhum dos
Controle 8 procedimentos, sendo destinados para definir os valores de referéncia

nas dosagens de hidroxiprolina tecidual e exudacéo inflamatdria.




Para o acompanhamento do processo cicatricial em estudo foram avaliados os
seguintes parametros: dosagem de hidroxiprolina como moderador de sintese de
colageno, exsudacgdo plasmatica tecidual como indicador do processo inflamatdrio,
contagem de Sfaphylococcus aureus como indicador da infecgdo induzida e

avaliacdo histolégica, a cada cinco dias.

3.1.1 Animal de Experimentacdo

Utilizaram-se 98 ratos machos (Rattus norvegicus, Rodentia mammalia) Wistar,
com idade media de 157,32+3 43 dias e peso médio de 2456411476 gramas,

provenientes do Biotério da Universidade Federal do Parana.

3.1.2 Ambiente de Experimentagéo

Distribuiram-se 0s animais, em grupos de 3 e 5 ratos, em caixas de
polipropileno, de dimensbes padronizadas e mantidos sob ciclos de iluminagéo
ambiental e temperatura controlados. Os animais receberam ragdo comercial
especifica para a espécie e tiveram acesso a agua durante todo o experimento. As
caixas eram trocadas a cada 48 horas. O grupo controle (n=8) foi mantido nas
mesmas condigdes durante todo o estudo, sendo submetido a eutandsia no Ultimo

dia, concomitantemente aos ratos do décimo quinto dia de experimento.
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3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

3.2.1 Anestesia

Os ratos receberam induglo anestésica inalatéria com eter sulfirico
(REAGEN®), em compartimento fechado, a seguir eram inoculados com solugdio de
hidrato de cloral (REAGEN®) a 10%, na dose de 300mg/Kg e mantidos com inalagéo

de éter sulfirico, em compartimento aberto, quando necessario (BACELAR, 1999)

3.2.2 Preparacdo da pele dos ratos

Procedia-se a tricotomia quatro horas antes do procedimento cirdrgico, na
regido dorsal dos ratos, entre a insercéo dos membros inferiores e os Uitimos arcos
coslais, por raspagem com lamina-gilete e sabdo comerciais. Procedia-se em

seguida a limpeza da area tricotomizada com alcool 90°GL .

3.2.3 Confeccao das feridas

FIGURA 2 - ASPECTQ ILUSTRATIVO DA FERIDA CIRURGICA




Em cada animal foi executada uma ferida incisa de 4cm de comprimento sobre
a coluna vertebral. Atingia exclusivamente a pele e a tela subcutanea, deixando a
mostra a fascia muscular lombar (FIGURA 2, p. 13). Procedia-se hemostasia por
compressao manual, com gaze esterilizada.

Conforme o grupo a que pertencia cada animal, era inoculado por via
subcutanea, pelos bordos da ferida, 1ml de Solugdo Salina Isoténica em quatro

sitios, com 0,25ml, ou da mesma forma, com suspensdo de Staphylococcus aureus.

3.2.4 Preparacéo e inoculacdo da suspensao de Staphylococcus aureus

Foi utilizada uma cepa 18.645 de Staphylococcus aureus proveniente da
ATCC, mantida em meio de conservacio (NOBLE, 1964).

Fara o experimento, esta cepa foi ressuspendida 5 dias antes em Caldo
Tripticaseina de Soja (BIOBRAS®), e incubada por 24 horas 37°C. A suspens&o
bacteriana obtida foi submetida as provas bioquimicas confirmatérias para
Staphylococcus aureus : prova da catalase e prova da coagulase. Apos a
confirmagao bioquimica, a cepa foi novamente semeada no mesmo meio de cultura
por 18 horas, a seguir os cultivos obtidos foram centrifugados a 5.000rpm em
centrifuga FANEN®, Desprezou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido
em Solugdo Salina Isoténica pH 7,2.

A suspensdo isotonizada de Staphylococcus aureus foi padronizada no tubo
dez da escala de MacFarland, correspondente a 10'"’bactérias/ml. Uma aliquota da
suspensao padronizada foi submetida a contagem de Staphylococcus aureus pelo

metodo de diluigdo e contagem em placas, utilizando o meio de Baird Parker
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(OXOID@), suplementado com solucdo de gema de ovo e telurito de potassio a 1%
(Oxoid®).

A seguir esta suspensdo foi inoculada em 4 locais circundantes & ferida
cirdrgica, em volumes de 0,2ml cada, correspondente a 80x108bactérias/O,8mil

(FIGURA 3).

FIGURA 3 - ASPECTO ILUSTRATIVO DA INOCULAGAO DE Staphylococcous aureus

NAS BORDAS DA FERIDA CIRURGICA

3.3 CURATIVOS

Diariamente, a cada 24 horas apos a confecgio da ferida, todos os animais
eram submetidos a troca de curativos. Estes eram feitos com os animais
anestesiados por inalagdo de eter sulfirico (Reagen®), e retirada a bandagem
anterior. A ferida cirlrgica era entdo irrigada com 1ml do produto a ser testado

(polimero de mamona - PM, solugdo a 10% de brometo de lauril-dimetil-benzil-
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A seguir eram cobertas com duas gazes de 7X5cm esterilizadas e fixadas por
duas tiras de esparadrapo em toda a circunferéncia do animal e outras duas tiras
para fixar a bandagem a regido toracica (FIGURA 4). Os animais eram devolvidos as
suas respectivas caixas e mantidos como descrito no item 3.1.2, p. 12. até a

oportunidade da eutanasia e coleta de amostras.

FIGURA 4: ASPECTO ILUSTRATIVO DOS CURATIVOS EXECUTADOS
DIARIAMENTE

3.4 EUTANASIA E COLETA DE AMOSTRAS

Oito horas prévias a eutanasia, os animais eram inoculados com solugéo de
azul de Evans (Merck®) e conforme o cronograma e 0s grupos em estudo, (TABELA
2, p. 11) procedia-se a eutanasia por inalagéo letal de éter sulfurico (Reagen®). A
seguir era ressecada toda a area da ferida induzida, mantendo rebordo médio de
icm. A amostra era seccionada em trés porgbes tendo o cuidado de que nestas

porgcoes estivessem partes da ferida.
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Os fragmentos das amostras eram acondicionados conforme a aferigéo a ser
procedida. Para a avaliagdo histolégica eram acondicionados e identificados em
frascos com formalina, para a dosagem de azul de Evans em frascos de vidro
comum e congeladas a —20°C até a oportunidade da afericdo e para as contagens

de Staphylococcus aureus, em placas de Petri esterilizadas.

3.5 AFERICOES

Todos os materiais utilizados (produtos quimicos, materiais e vidararia e

solugbes estdo listados nos anexos 1, 2 e 3 respectivamente.

3.5.1 Avaliagdo Histologica

Avaliagéo efetuada com o objetivo de definir padréo histolégico evolutivo das
lesdes induzidas em todos os animais dos grupos estudados nos periodos propostos
(TABELA 1, p. 5). Empregou-se o método da Hematoxilina e Eosina para avaliar
reacao inflamatoria e alteragbes vasculares (SMIALOWSKI, 1991; KAY, 1993):

- Alteragbes inflamatdrias: ausente, minima, moderada ou intensa
- Tipo de inflamagao: aguda ou crénica
- Organizagao da cicatriz: segundo a distribuicdo do colageno
- Ulcera cutanea; presente ou ausente
Tecido de granulagéo: presente ou ausente

- Reacédo granulomatosa de corpo estranho; presente ou ausente
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3.5.2 Dosagem de hidroxiprolina tecidual

Avaliagao executada para verificar o comportamento bioguimico da sintese de
colageno durante o periodo proposto neste estudo e se havia interferéncia das

substancias em estudo neste processo, atraves do metodo espectrofotometnico

(DIETZ, 1995).

3.5.2.1 Metodo

Previo ao processamento das amostras, foram preparadas as seguintes
solugdes. tampao borato de postassio pH 8,7, alanina a 10%, cloramina T 0,2M,
tiossulfato de Sodio 3,6M e o reativo de Ehrlich (conforme descrigdo no ANEXO 3).

A seguir foram preparados tubos de ensaio de 16x150mm com tampa de rosca,
com graduag&o marcada de 15ml para as solugbes branca, padrdo e amostras. As
amostras foram pesadas em balanga eletronica Mettler” e colocadas nos tubos de
ensaio identificados. Foram feitos os 3 controles positivos com 1ml de solugao
padrdo de Hidroxiprolina e os controles negativos com 1ml de agua deionizada.
Foram pipetados em cada tubo 1ml de HCI concentrado, em capela com exaustdo.
Os tubos foram fechados e levados a hidrélise acida a 90°C durante 20 horas.

As amostras hidrolizadas foram neutralizadas pela adicdo de 1 gota de solugdo
de fenolftaleina, ajustou-se o pH entre 8,2 a 9.8 pela adicéo de solugdo de KOH
0,1N e completou-se com agua destilada até a marca de 15ml.

Aliquotas de 3ml dos hidrolizados neutralizados foram transferidas para outros

tubos com tampas de rosca e saturadas com KCIl. Em seguida acrescentaram-se a



19

alanina e induziu-se o processo de oxidagao pela cloramina T por 30 minutos e
interrompeu-se com tiossulfato de sédio.

Cumprida a etapa da oxidagao, realizou-se novo aquecimento das amostras
para a formacdo do pirrol o qual foi extraido pelo tolueno e finalmente a reacéo
formadora de cor pela adicdo do reativo de Ehrlich. Neste instante ocorreu a
imediata formacgao de cor a qual foi medida em espectrofotémetro modelo Bio-Teck
Bt100 (EMBRABIO®).

A partir das leituras das absorbéancias de cada amostra. O calculo final da
quantidade de hidroxiprolina presente na amostra tecidual em miligramas por grama
de tecido foi feito pelas seguintes férmulas:

a) Hidroxiprolina (mg)/ml = Ax - Ab x 0,036

Ap - Ab

Sendo:

Ax: absorbancia do cromogeno da amostra tecidual

Ap: absorbancia do cromégeno da solugdo padr@o de trabalho de hidroxiprolina
Ab: absorbancia da solugdo branca

0,036: constante referente a concentragdo da solugéo padrdo de trabalho de

hidroxiprolina de 36g/ml

b) Total de Tecido/ml . peso em gramas da amostra
15ml (diluigéo inicial)

¢) mg de hidroxiprolina/g de tecido : mg de hidroxiprolina/m|
g de tecido/mil




3.5.3 Contagem de Staphylococcus aureus

3.5.3.1 Meétodo

Utilizou-se o agar Baird-Parker (Ox0id®) suplementado com lecitina e telurito de
potassio (Oxoid® a 0,5%. As amostras eram pesadas e maceradas esterilmente.
Pipetava-se 1 ml de da suspensdo macerada e semeava-se em placa de Petri
esterilizada, procedeu-se diluicdo a 10" a qual foi igualmente semeada, num volume
de 1ml. A seguir © meio de cultura era fundido e distribuido em volumes de 15 ml
nas placas de Petri com as amostras. Aguardava-se a solidificagdo do meio e o
incubava a 37°C por 48 horas. Procedia-se ento a contagem de unidades

formadoras de colénias (UFC) de Staphylococcus aureus em ambas as placas.

3.5.4 Avaliagdo da permeabilidade vascular pelo azul de Evans (Bordon de

Corvalan, 1994; Hajar, 1994)

3.5.4.1 Preparacao da solugao de azul de Evans

Foi preparada uma solugdo do azul de Evans (MERCK® artigo 3169) a 2,5%
(p/v), em solugao salina isotbnica, em volume suficiente para todo o experimento. A
solucdo resultante apresentava 20mg/ml, sendo filtrada em membrana esterilizante

de 0,22y (MILLIPORE®),
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3.5.4.2 Inoculagéo

Foi realizada a inoculagéo do azul de Evans em todos os animais, 8 horas
antes do sacrificio. O rato sob efeito anestésico de éter sulfirico foi colocado em
decubito dorsal. O pénis foi tracionado e a veia peniana puncionada com agulha

13x4,5 mm. A seguir foi injetada a solugdo do azul de Evans na dose de 20 mg/kg

de peso.

3.5.4.3 Calibragao do método

Separou-se uma aliquota da solugdo do azul de Evans a 2,5% (item 3.5.4.1, p.
20), para padronizagdo do método de microleitura espectrofotométrica.

Nesta solugao calculou-se o coeficiente de extingdo no comprimento de onda
de 620 nm, frente a formamida, nas diluigdes compreendidas entre 1/1500 a 1/5000
utilizando leitor de micro-placas de ELISA-BIOTEK®, modelo Bt-100. Os valores de
densidade dptica obtidos nas diluicdes da solugcdo padréo do azul de Evans em
solugdo fisiologica em relagdo com as concentragbes das mesmas foram analisadas
e obteve-se indice de correlagéo (r) de 0,984357. Os valores apresentados na tabela
2, p. 11, foram usados como referéncia.

TABELA 3 - CORRELACAO ENTRE CONCENTRACAO DO AZUL DE EVANS DA
SOLUGAD PADRAO E DENSIDADE OPTICA A 620 nm FRENTE A FORMAMIDA

Concentragbes (pg/ml) Densidade optica
16,66 0,290
12,50 0,214
10,00 0,180
8,33 0,132
7,14 0,083
6,25 0,078
5,55 0,033

5,00 0,027
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GRAFICO 1 - CALIBRAGAQ DO AZUL DE EVANS A 620 nm

' Opticas a 620nm
03 . o——

0,25 -

0,2

0,15

0,1 |

8 SO |

oL - S =1 — |
5 5,55 6,25 7,14 8,33 10 12,6 16,66
Concentragdo de Azul de Evans (pg/ml)

3.5.4.4 Obtengéo de amostras para dosagem de azul de Evans:

Procedeu-se & coleta das amostras de fragmentos de pele e tecido
subcutaneo, conforme descrito no item 3.4. Estas, foram individuaimente pesadas
em balanga eletronica e colocadas em tubos de ensaio, acrescentando-se a estas
Formamida (MERCK® artigo 9684.1000), na propor¢io de 4 mllg de peso da

amostra.

3.5.4.5 Extracio e dosagem de azul de Evans

Os extratos de azul de Evans em Formamida foram distribuidos em volumes de
150ul, com auxilio de uma pipeta automatica GILSON®, em cada um dos orificios da 1
placa de Terazaki (CORNING™), realizou-se leitura espectrofotométrica em leitor de |,

ELISA com filtro de 620nm de comprimento de onda.
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As leituras obtidas foram interpoladas por regressdo linear na curva de
calibragdo da solugdo do Azul de Evans e suas concentragbes nas amostras

calculadas em microgramas do corante por grama de tecido (ng/g).

3.6 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Foram aplicados tratamentos estatisticos para a comparagéo entre as medias
de cada grupo de animais quanto aos valores obtidos nas afericbes de dosagem de
hidroxiprolina, dosagem de Azul de Evans tecidual, contagem de Staphylococcus
aureus e porcentagem de ocorréncia dos parametros histologicos. As comparagoes
foram procedidas pelo método de ANOVA, através do programa GrafPad Instat -
Estatistical Softwar - Germany - 1998, tendo como valor de significancia estatistica
para rejeigdo da hipotese nula p<0,05 e classificada conforme os niveis p>0,05=

significante”, p>0,001= muito significante* e p>0,0001= altamente significante***.



4 RESULTADOS

Todos os resultados individuais de cada rato, de cada grupo estudado,

encontram-se disponiveis no capitulo anexos.
41 RESULTADOS DAS DOSAGENS DE HIDROXIPROLINA TECIDUAIS

Conforme avaliagdo estatistica, foram significantes (TABELA 3, p. 21) as

comparagdes entre as meédias de hidroxiprolina tecidual dos seguintes grupos :

GRAFICO 2 - REPRESENTACAQ GRAFICA ENTRE AS MEDIAS E DESVIOS-PADRAO

DAS DOSAGENS DE HIDROXIPROLINA EM FERIDAS INFECTADAS COM
Staphylococcus aureus E NAD INFECTADAS

DossgeEm de Hideoxiprolina
Tecidual
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INFECTADOS MFECTADOS  WFECTADOS HAD INFECTADDS — MFECTADOS MAO NFECTADOS

Dian, sub-grugsos & grapos e snimals
: Grupo Iratado com brometo de lauril-dimetil-benzil-aménia (BMA)
- Grupo fratado com polimero de mamaona (PM)
| 1 Grupo tratado com solugdo salina isotonica (SSI)
: Grupo Controle (animais normais ndo manipulados)



TABELA 4 - AVALIACOES ESTATISTICAS DAS DOSAGENS DE HIDROXIPROLINA
EM FERIDAS INFECTADAS COM Staphylococcus aureus .

" Dias de Evoluco | Grupos comparados | Valordep

BMA x PM >0,05

52 dia BMA x SSI >0,05
PM x SSI 0,05

BMA x PM >0,05

10° dia BMA x SSI >0,05
PM x SSI >0,05

BMA x PM >0,05

BMA x SSI >0,05

- PM x SSI =0,05
15%dia BMA x Controle >0.05
BMA x Controle >0.,05

~ PMx Controle >0,05

TABELA 5 - AVALIACOES ESTATISTICAS DAS DOSAGENS DE HIDROXIPROLINA
EM FERIDAS NAQ INFECTADAS

Dias de Evolugdo |  Grupos comparados | Valorde p 2

BMA x PM >0,05

5° dia BMA x SSI >0,05
PM x SSI >0,05

BMA x PM >0,05

10° dia BMA x S5 =005
~ PMxSSI >0,05

BMA x PM >0,05

BMA x SSI =>0,05

s PM x SSI >0,05
157 cim BMA x Controle >0,05
BMA x Controle =0,05

- ) PM x Controle >0,05

Legenda; BMA : brometo de lauril —dimetil-benzil-amdnia
PM : polime