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Uso da tanica vaginal canina conservada em glicerina a 98% como
curativo biolégico no tratamento de feridas cutaneas
produzidas em ratos Wistar*

Use of canine vaginal tunic preserved in 98% glycerin as biological curative
in the treatment of skin produced in wound Wistar rats
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Resumo

Na procura por material alternativo no tratamento de feridas cutaneas, buscou-se com este estudo avaliar o comportamento da
tunica vaginal canina conservada em glicerina a 98% como curativo biolégico no tratamento de feridas cutaneas provocadas
experimentalmente em ratos. Foram utilizados 16 ratos Wistar, nos quais foram induzidas experimentalmente duas lesdes
cutaneas na regido dorsal, sendo uma cranial e a outra caudal. Uma ferida serviu de controle, a qual ndo recebeu tratamento, a
outra recebeu a tunica vaginal recobrindo toda extenséo da leséo. A selegéo de qual das feridas, cranial ou caudal, iria receber
a membrana foi feita de forma aleatéria. Os animais foram distribuidos em quatro grupos de igual numero para analises clinicas,
macroscopicas e histolégicas decorridos trés, sete, 14 e 21 dias de pds-operatério. Na avaliagdo clinica e macroscopica pode-se
observar que o processo de reparacao teve evolugdo semelhante tanto no grupo controle quanto no grupo membrana. Na analise
histopatoldgica foi constatada grande quantidade de infiltrado inflamatério nos periodos iniciais, no entanto, decorridos 21 dias,
a epiderme ja se encontrava reparada, e em todos os momentos foi observada maior presenga de tecido conjuntivo no grupo
membrana, sugerindo maior precocidade na cicatrizagao. Deste modo, concluiu-se que a tunica vaginal canina pode ser utilizada
como nova alternativa no tratamento de feridas cutéaneas.

Palavras chaves: biomaterial, cées, cicatrizagéo, cirurgia, pele.

Abstract

In the search for alternative material in the treatment of cutaneous wounds, this study aimed to evaluate the behavior of canine
vaginal tunic conserved in glycerin 98% as a biological dressing in the treatment of cutaneous wounds provoked experimentally in
rats. Sixteen animals were used in which two cutaneous lesions were caused in the dorsal region, one cranial and the other caudal.
One wound served as a control which did not receive treatment, the other received the vaginal tunic covering all extension of the
lesion. The selection of which of the wounds, cranial or caudal, would receive the membrane was made at random. The animals
were divided into four groups of equal numbers for clinical, macroscopic, and histological analyzes after three, seven, 14 and 21
postoperative days. In the clinical and macroscopic evaluation, it can be observed that the healing process had similar evolution
in both the control group and the membrane group. In the histopathological analysis, a large amount of inflammatory infilirate was
observed in the initial periods; however, after 21 days the epidermis was already healed, and at all times a greater presence of
connective tissue was observed in the membrane group, suggesting a greater precocity in healing. Thus, it was concluded that
the canine vaginal tunic can be used as a new alternative in the treatment of cutaneous wounds.
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Introducgéao

Lesdes de pele sdo muito frequentes na rotina clinico-cirurgica,
seja na medicina veterinaria ou medicina humana (Scheffer et
al., 2013; Amaral et al., 2016). Usualmente as feridas cutaneas
traumaticas podem ser tratadas por primeira, segunda ou terceira
intencdo (Monteiro et al., 2007; Castro et al., 2009; Burgos et
al., 2016), sendo que diversas modalidades de tratamento ja
foram propostas.

Quando tratadas por segunda intengéo, busca-se o controle
microbiano da ferida com o uso de antissépticos e antibidticos;
no entanto, em alguns casos, essas substancias topicas
podem prejudicar a cicatrizagdo. Em contrapartida, solu¢des
salinas isotbnicas que também utilizadas, ndo causam danos
a pele; todavia, nao possuem propriedades bactericidas ou
bacteriostaticas (Rahal et al., 2001). Com isso, novas alternativas
vém sendo estudadas para o tratamento das feridas, sendo que
0 uso de curativos biolégicos com membranas de origem animal
merece destaque (Silva et al., 2004; Busnardo et al., 2009; Leal
etal., 2014).

Os biomateriais sédo implantes orgénicos, constituidos
basicamente de colageno, os quais aceleram a formagéo de
tecido de granulacéo e epitelizagéo; e ainda podem apresentar
caracteristicas antibacterianas e analgésicas (Falcédo et al.,
2002). Isso foi verificado no uso de membrana amnidética no
reparo de feridas cutaneas em equinos (Oliveira & Alvarenga,
1998). Ademais, foi avaliado ainda o uso da tunica vaginal bovina
no reparo de hérnias umbilicais em ovelhas, o qual demonstrou
ser um material biocompativel e adequado para este tipo de
procedimento (Abass, 2008). Outros pesquisadores concluiram
que a tunica vaginal canina autdégena, a fresco, aplicada em
ceratoplastia lamelar, mostrou-se eficaz na reparagéo corneana
(Galera et al., 2000), bem como alternativa para refor¢co do
diafragma pélvico e tratamento de hérnia perineal em cées
(Faria et al., 2020).

Quanto ao armazenamento, no que se refere aos meios de
conservagao de tunicas espermaticas, estudo afirmou que

a glicerina a 98% preserva a arquitetura tecidual basica da
membrana e as suas estruturas celulares (Oliveira et al., 2015)
e também, permite com que as membranas acondicionadas
atuem como arcabougo, orientando o crescimento tecidual no
leito receptor (Raiser et al., 2001). Além disso, a solugéo de
glicerina a 98% é um agente fixador e desidratante dotada de
propriedades antissépticas com amplo espectro de agéo, exceto
sobre formas bacterianas esporuladas (Daleck et al., 1988)

Os ratos sdo utilizados ha décadas em pesquisas médicas e
veterinarias (Luciano & Mello, 1988; Brun et al., 2002; Borsari
et al., 2014). Tal espécie possui tamanho adequado, ampla
distribuicdo geografica, adaptagdo a ambientes variados,
nutricdo variada, entre outras caracteristicas, que atendem as
condi¢des atribuidas a modelo experimental animal (Ferreira
et al, 2005).

Deste modo, objetivou-se avaliar o uso da tunica vaginal canina
conservada em solugéo de glicerina a 98% como curativo
bioldgico em ratos por meio de analises clinicas, macroscopicas
e histolégicas.

Material e métodos

As tunicas vaginais foram colhidas a partir de cdes adultos
jovens, entre 5 e 30kg, submetidos a procedimentos de
orquiectomia no Hospital Veterinario da UNINGA. A coleta
da tunica ocorreu por meio de uma abertura em direcéo ao
eixo longitudinal dos testiculos, seguida pela identificagdo
e retirada da tdnica vaginal com tesoura de Metzembaum
(Figura 1). Em nosso estudo, as tunicas variaram, entre 5
e 20cm2, diretamente proporcional ao porte do animal. As
tunicas foram imediatamente lavadas com solugéo salina
estéril e conservadas por imersdo em solucao de glicerina a
98% em recipientes previamente esterilizados. As membranas
permaneceram submersas na solugao preservadora por
30 dias, em temperatura ambiente, até o momento da sua
utilizagdo (Oliveira et al., 2015).

Figura 1: Imagens fotograficas de testiculos de cdes. Em A, nota-se o testiculo recoberto pela tunica vaginal apés

orquiectomia. Em B, a tunica vaginal apos ser dissecada.
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Foram utilizados 16 ratos Wistar, machos adultos, com peso
entre 150 e 250 gramas, baseado na quantidade de animais
utilizados em outros dois experimentos (Marques et al., 1996;
Busnardo et al, 2009). Estes animais foram obtidos do Biotério da
Universidade Estadual de Maringd, e acondicionados em gaiolas
individuais, localizadas no Biotério do Centro Universitario Inga,
onde receberam racdo e agua a vontade. Neste ambiente, havia
apenas os animais contidos no experimento, sendo que esses
foram separados em quatro grupos (n=4) de igual numero para
avaliagdes clinicas, macroscopicas e histologicas, decorridos
trés, sete, 14 e 21 dias de pds-operatério (G3, G7, G14 e G21,
respectivamente).

Durante o periodo de quatro horas anterior ao procedimento,
0s animais foram submetidos a jejum alimentar e hidrico, e 30
minutos antes da intervengao cirurgica foram administrados
antibidtico enrofloxacina (10,0mg/Kg), anti-inflamatério
cetoprofeno (3,0mg/Kg) e analgésico cloridrato de tramadol
(2,0mg/Kg) todos por via intramuscular (Busnardo et al, 2009).
Conforme realizado Leal et al. (2014), os ratos foram submetidos
a anestesia geral na dose de 50mg/Kg de cetamina associada
a 20mg/Kg de xilazina administrados por via intramuscular.
Com o animal devidamente anestesiado e apds realizagao de
tricotomia ampla da regi&o dorsal, foram delimitadas duas feridas
de 1,0 x 1,0cm na regiao dorsal, distantes uma da outra cerca de
1,0cm, sendo uma cranial (imediatamente caudal as escapulas)
e a outra caudal (Figura 2). Tal espagamento foi determinado,
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hipoderme até a superficie externa das fascias musculares. A
tunica vaginal foi removida do frasco 15 minutos antes de sua
implantagéao, lavada abundantemente com solugao salina estéril
a 0,9% para remogao do excesso de conservante e depois
permaneceu imersa na mesma solugao por 10 minutos com o
objetivo de hidratar a membrana (Oliveira & Alvarenga, 1998).

No pds-operatorio, ndo foram realizadas bandagens ou curativos
nas feridas, uma vez que, buscou-se observar a evolugéo
direta da cicatrizagado sem interferéncia da protegéo propiciada
pelo uso de bandagens. Desse modo, iniciou-se o periodo de
analises clinicas dos grupos. Quanto a avaliagdo macroscopica
das feridas, foram observados os seguintes aspectos: presenca
de conteudo purulento, hiperemia, formagao de tecido de
granulagao e crostas, bem como o aspecto das membranas, se
estavam umidas, transparentes, ressecadas e aderidas a ferida.

Decorrido os dias previstos para cada grupo (G3, G7, G14,
G21), os animais foram submetidos a eutanasia mediante
a administracdo de 100mg/Kg de cetamina associada com
20mg/kg de xilazina, por via intramuscular seguida injecédo
intracardiaca de cloreto de potassio 19% até o 6bito do paciente
(Leal et al., 2014).

Apos a eutanasia foram removidos fragmentos de 1x1 cm do local
implante/tecido, observando se houve a formacgao de aderéncias
ao subcutaneo e musculatura. Tais amostras teciduais foram
acondicionadas em frascos universais com solugao isoténica
tamponada de formaldeido a 4% para fixagcdo. Apos a fixagéo,

Figura 2: Imagens fotograficas transoperatorias de ratos Wistar. Em A, realizacdo da marcagéo do tamanho da ferida, sendo 1,0 x 1,0cm. Em B, ap6s
ser realizado a ferida cuténea e fixado a tunica vaginal com um ponto simples separado em cada canto com fio nylon 4-0.

indiretamente, com base no tamanho dos animais, de modo que
dificultasse o acesso as feridas pela boca e membros.

Uma ferida serviu de controle, a qual ndo recebeu tratamento, a
outra recebeu a tunica vaginal (tratado) recobrindo toda extenséo
da lesdo, sendo fixada com um ponto simples separado em
cada canto com fio nylon 4-0 (Figura 2). A selegao de qual das
feridas, cranial ou caudal, iria receber a membrana foi feita de
forma aleatdria, para que ndo houvesse influéncia da regido
anatdémica. A pele das areas demarcadas foi removida com
uma profundidade que compreendesse a epiderme, derme,

os tecidos foram embebidos em parafina e levados para um
micrétomo automatico onde foram seccionados em cortes de
5 micrédmetros de espessura. Por fim, os fragmentos foram
fixados em lamina e submetidos as coloragdes por Hematoxilina
e Eosina (HE) para analise histoldgica (Junqueira & Carneiro,
2016). Nesta analise, foi observada a presenca de infiltrado
inflamatério, o tipo de célula inflamatéria predominante em
cada fase, deposicéo de fibrina e tecido conjuntivo, bem como
reposigdo da camada epidérmica.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica sob o n° PM
09/2017 / CEUA — UNINGA.
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Resultados

Nas analises clinicas, ndo se observou em nenhum momento
conteudo purulento, e nos trés primeiros dias de pds-operatorio,
as lesdes do grupo controle se apresentavam hiperémicas
enquanto no grupo tratado, as membranas tinham aspecto umido
e transparente. No grupo controle, ao quarto dia, foi possivel
observar inicio de formagéo de tecido de granulagéo, e ao quinto
dia formagao de crostas. No grupo tratado, a partir do sétimo
dia de pos-operatorio, as membranas comegaram a ressecar €
se soltar da ferida em algumas regides (Figura 3).

No 11° dia, 18% dos ratos dos grupos que receberam a
membrana removeram os pontos e a membrana de sua ferida.
No 14° dia pos-cirurgico, as crostas do grupo controle se
tornaram mais escuras e teve inicio a cicatrizagao nas bordas
da ferida em todos os grupos.

Ao 17° dia, no grupo controle, a pele estava completamente
cicatrizada, enquanto no grupo tratado ainda faltava o centro da
ferida ser cicatrizado, sendo observada presenca de crostas, além
de que, nenhum animal possuia a membrana em sua ferida, visto
que em todos os casos a membrana ressecou e se soltou (Figura 4).

No momento da eutanasia, em todos os tempos de observagao,
macroscopicamente, foi possivel constatar que as feridas

craniais em todas as fases de ambos os grupos apresentaram
maior aderéncia (Figura 5). Na avaliagdo histologica foi
constatada presencga de grande infiltrado inflamatério nos
periodos iniciais de trés e sete dias, no entanto, ao terceiro dia
em ambos os grupos foi possivel observar dermatite aguda
difusa com presenca de fibrina e composta predominantemente
por neutrofilos, enquanto que em ambos os grupos no periodo
de sete dias foi observada dermatite cronica ativa com areas
hiperémicas e presenga prevalente de neutrofilos, mas também
apresentando células mononucleares, além de deposi¢éo de
tecido conjuntivo no grupo membrana. (Figura 6).

Apos 14 dias do procedimento cirurgico, as feridas de ambos
0s grupos ja apresentavam reposicao da camada epidérmica,
a qual se encontrava espessada e com resquicios de crosta,
além disso, o processo inflamatério ja se apresentava mais
discreto, mas ainda com presenca de células inflamatdrias
principalmente linfohistiocitarias. Também foi possivel observar
maior deposigéo de tecido conjuntivo, principalmente no grupo
membrana (Figura 7).

Por fim, decorridos 21 dias de pds-operatério foi verificado que a
epiderme ja se encontrava cicatrizada tanto no grupo membrana
quanto no grupo controle (Figura 7).

Figura 3: Imagem fotografica pos-operatéria de ratos Wistar. Presencga de tecido de
granulagéo e formagao de crosta na ferida controle (seta)

Figura 4: Imagem fotografica pés-operatéria de rato Wistar. Pode-se observar que a

ferida cranial que havia recebido a membrana ainda possui crosta no centro (seta),
enquanto a ferida controle (caudal) ja esta cicatrizada.

R. bras. Ci. Vet., v. 28, n. 1, p. 23-29, jan./mar. 2021



Figura 5: Imagens fotograficas pos-operatdrias de ratos Wistar. Nota-se naimagem B maior aderéncia
na ferida cranial do que na ferida caudal em A.
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Figura 6: Imagens de microscopia de feridas de ratos Wistar. A) Grupo Controle com 3 dias em aumento
de 4x. Observa-se na seta preta, grande area de ulceragdo com deposigéo de fibrina B1) Grupo Membrana
com 3 dias em aumento e 4x, observa-se (seta preta) uma ulceragdo menor quando comparada ao grupo
controle, B2) Aumento de 40 X, observa-se presenca de infiltrado inflamatério composto por neutréfilos
(seta vermelha) e presenca de edema seta preta. C) Grupo Controle com 7 dias em aumento de 10x.
observa-se hiperemia (seta preta). D) Grupo Membrana com 7 dias em aumento de 10x. nota-se dermatite
cronica ativa com presenga de neutrofilos e células mononucleares, deposicéo de tecido conjuntivo (seta
preta) e hiperemia.

Figura 7: Imagens de microscopia de feridas de ratos Wistar. A) Grupo controle com 14 dias em aumento

de 10x observa-se deposigdo de tecido conjuntivo (seta preta) e hiperemia (seta vermelha). B) Grupo
membrana com 14 dias em aumento de 10x. (B) Nota-se maior deposigao de tecido conjuntivo no grupo
membrana (seta preta). C) Grupo controle com 21 dias em aumento de 10x. D) Grupo Membrana com
21 dias em aumento de 10 x. Observa-se que em ambos os grupos (C e D) com 21 dias a epiderme ja
se encontrava reposta.
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Discussao

A tunica vaginal tem apresentado bons resultados como
enxerto biolégico em diversos procedimentos reconstrutivos
(Galera et al., 2000; Vicenti et al., 2002; Foinquinos et al., 2007;
Wongsetthachai et al., 2011; Faria et al., 2020). No entanto, de
acordo com Chem et al. (1992), Olsson et al. (2008) e Oliveira
et al. (2008), os tecidos xenogénicos, ou seja, aqueles obtidos
de uma espécie diferente a do receptor, mesmo propiciando
arcabougo para a formagao do tecido cicatricial, frequentemente
levam a expulsdo da membrana, o que corrobora o resultado
obtido neste trabalho, no qual a membrana orientou o tecido
cicatricial, ndo se aderiu a ferida, e foi expelida em todos os
animais.

A glicerina a 98% vem sendo vastamente utilizada como
conservante em experimentos, assim como no presente estudo,
demonstrando bons resultados. Dentre suas propriedades,
destaca-se a capacidade de desidratagao celular, sem alterar
a concentracdo idnica e, consequentemente, a integridade da
célula (Pigossi, 1964; Daleck et al., 1988). Dessa forma, atua
contra fungos e bactérias gram-positivas e gram-negativas,
exceto formas esporuladas (Pigossi, 1967). Tal propriedade,
é confirmada nesse experimento, haja vista que ndo ocorreu
nenhum sinal macroscopico que pudesse ser entendido como
processo infeccioso.

Durante os trés primeiros dias, as lesdes do grupo controle se
mostravam hiperémicas, o que é normal devido a vasodilatagéo
provocada pelos mediadores quimicos liberados no momento da
lesdo, que desencadeiam os sinais inflamatérios caracteristicos
da fase inicial do processo de cicatrizagdo (Campos et al.,
2007). No grupo que recebeu a tunica vaginal, a coloragao
transparente e Umida da membrana foi semelhante ao resultado
apresentado no tratamento de queimaduras cutaneas de coelhos
com periténio bovino (Busnardo et al., 2009) e no tratamento de
feridas cutaneas de equinos com membrana amnidtica (Oliveira
& Alvarenga, 1998).

A formacéo de tecido de granulagdo no grupo controle ao
quarto dia de pds-operatorio caracteriza a fase proliferativa
da cicatrizagdo, onde ocorre neo-angiogénese, fibroplasia e
epitelizacao.

Dos 18% dos animais que removeram os pontos e a membrana
de sua ferida, 66% apresentavam a ferida na posigao cranial,
supondo-se que o animal pode ter alcangado a ferida, ja que o
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mesmo nao utilizou nenhum tipo de colar protetor (elisabetano)
ou curativo sobre a ferida.

A observagao de maior aderéncia a musculatura no momento
da eutandsia nas feridas craniais de ambos os grupos, controle
e membrana, pode ser justificado pela maior deposicdo de
gordura existente na regido craniodorsal comparada a regido
mais caudal de ratos.

No momento da eutanasia do grupo de 21 dias, verificou-se
a presencga de crosta no grupo membrana o que também foi
observada com peritonio bovino (Busnardo et al., 2009), e com
pelicula celulésica (Woul et al., 1998).

Assim como afirmado por outros pesquisadores (Brun et al., 2002;
Busnardo et al., 2009), a presenga de hemorragia, vasodilatagao,
e células polimorfonucleares caracteriza a resposta inflamatdria
inicial. Em seguida, no periodo de 7 dias foi observada pouca
presenca de células mononucleares e transicdo da dermatite
aguda para crbénica o que indica a passagem da reacao
inflamatéria para o inicio da fase proliferativa de cicatrizagdo
(Campos et al., 2007; Busnardo et al., 2009).

As membranas bioldgicas atuam como alicerce, fornecendo
estrutura para o crescimento de tecido vivo (Falcdo et al., 2002),
o que corrobora o resultado apresentado pela tunica vaginal, na
qual aos 14 dias de pos-operatério pode-se observar uma maior
deposicéo de tecido conjuntivo, que caracteriza a composicéo
basica da evolugao processo cicatricial, quando comparado com
o grupo controle (Leal et al., 2014).

Embora tais achados indiquem que a tunica vaginal possa
vir a se tornar alternativa para o tratamento de feridas
traumaticas pela observagao de maior deposi¢ao de colageno
e tecido conjuntivo, sugerindo assim uma cicatrizacédo mais
precoce deste grupo, acreditamos que a maior limitagao do
uso da tunica se refira a seu tamanho. O tamanho da tunica
vaginal esta diretamente relacionado ao tamanho do testiculo
e pode variar por diversos fatores, entre eles o porte e a
idade do céo.

Conclusao

Concluiu-se que a tunica vaginal canina pode ser utilizada como
nova alternativa no tratamento de feridas cutaneas, todavia
estudos clinicos futuros deverao ser realizados especialmente
em feridas contaminadas e infectadas.
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