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Aplicacao da membrana de latex natural e do extrato da pele de ra
(Lithobates catesbiana) em feridas cirurgicas cutaneas
de ratos Wistar*

Application of natural latex membrane and extract of frog skin
(Lithobates catesbiana) (Shaw, 1802) in cutaneous surgical
wounds of Wistar rats
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Resumo

Implantou-se a membrana de latex natural e o extrato da pele de ra individualmente e em conjunto em feridas cutaneas de ratos
com o intuito de se avaliar o processo de reparacao tecidual e possiveis complica¢des. Utilizaram-se 60 ratos da linhagem Wistar
divididos em grupos experimentais: grupo controle (GC), grupo membrana de latex (GM), grupo 6leo do extrato da pele de ra (GO)
e grupo membrana de latex e 6leo de rda (GMO), cada um com 15 animais. Aos trés, cinco, sete, 14 e 21 dias de pds-operatdrio,
foi realizada eutanasia dos animais para avaliagdes macroscopicas e histoldgicas da regido lesionada. Nas feridas dos animais
do GM e do GC a cicatrizagdo ocorreu mais cedo. No ultimo tempo de avaliagéo, o sinal de lesdo era minimo; ja no GMO, a
cicatrizagdo nao foi completa e no GO a ferida teve o pior resultado, com presenca de crosta no 21° dia. Foram observadas, a
microscopia de luz, células normais envolvidas no processo de reparagao tecidual e formagéo de neovasos em todos os grupos.
Conclui-se que em todos os grupos nédo houve rejeicdo dos biomateriais testados. Todavia, o grupo GM proporcionou melhor
cicatrizagdo com menos efeitos adversos quando comparada aos demais grupos testados.

Palavras-chave: cicatrizagéo, cirurgia reconstrutiva, membrana de latex, extrato de pele de ra.

Abstract

In this study, the membrane of the natural latex and extract of the skin frog, isolated and together, where implanted to replace
a cutaneous in the mice, with purpose for evaluating the tissue repair process and possible complication. Sixty Wistar rats ere
divided in four experimental groups: control group (GC), membrane of the latex group (GM), oil of the frog group (GO) and group
membrane of latex with oil of the frog group (GMO), each one with 15 animals. The animals were euthanized at three, five, seven,
14 and 21 days post-operative, followed by macroscopic and microscopic evaluations of the area of the lesion. In the wounds of
the GM and GC, healing occurred earlier, in the latter evaluation time the signal was minimal injury, in the GMO healing was not
complete and the wound GO had the worst outcome with presence of crust on the 21st day. There were observed by microscopic,
normal cells involved in the tissue repair process and neovascularization in all groups. We conclude that in all groups there was
no rejection of the biomaterials tested, however the GM group gave better healing with fewer adverse effects when compared to
the other groups tested.

Keywords: healing, reconstructive surgery, latex membrane, extract of frog skin.

Introdugao

As feridas de pele possuem grande importancia clinica em
funcdo de sua alta frequéncia, da morbidade que causam,
da alta incidéncia de proliferagdo bacteriana que ocorre na
maioria delas e devido ao alto custo dos tratamentos, tanto em
decorréncia do preco dos medicamentos quanto da quantidade
de farmacos utilizada, e ainda pelo tempo necessario para que
ocorra cicatrizagédo por segunda intengdo (Sousa, 2007).

Varios materiais biolégicos tém sido empregados como
curativo oclusivo por possuirem propriedades antibacterianas

e analgésicas, além de acelerar a formagéo de tecido de
granulagéo e epitelizacao (Prevel et al., 1995). Os tecidos de
origem bioldgica obtidos a partir de animais da mesma espécie
ou de espécies diferentes comportam-se do ponto de vista
imunoldgico, respectivamente, como materiais alogénicos e
xenogénicos, podendo induzir rejeicéo, fator que restringe a
eficacia e o tempo de uso como curativo ou enxerto (Chem et
al,, 1992; Jia et al., 1995; Schorlemmer; Kurrle, 1998).

Testes de biocompatibilidade e resisténcia “in vitro” e “in vivo” com
o latex extraido da seringueira (Hevea brasiliensis) vém sendo
realizados nos ultimos anos em diferentes espécies, incluindo
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o homem. Os autores relatam que quando adequadamente
processado, a membrana de latex possui propriedades que
facilitam a regeneracéo tecidual ou atuam como arcabougo para
0 processo cicatricial de diversos tecidos do corpo (Oliveira et
al., 2003; Pinho et al., 2004; Paulo et al., 2005; Rabelo et al.,
2005; Balabanian et al., 2006; Carvalho et al., 2007; Sousa et
al., 2007; Zimmermann et al., 2007; Frade et al., 2012).

A rd, como a maioria das espécies de anfibios, apresenta
grande variedade de substancias quimicas no muco secretado
pelas glandulas epidérmicas, as quais sdo estudadas pela
industria farmacéutica para a fabricagédo de antibiéticos e outros
medicamentos (Clark et al., 1994; Mor et al., 1994; Feio, 1997).
A pele de ra da espécie Lithobates catesbian (Shaw, 1802) tem
sido utilizada como tratamento alternativo em queimaduras de
segundo grau. Outra aplicacdo é em cobertura temporaria em
area doadora de enxerto de pele e em ferida com tecido em fase
de granulacéo (Candido, 2001).

Assim, objetivou-se comparar qualitativamente de forma
macroscopica e histolégica os efeitos da aplicagéo isolada e
conjunta da membrana de latex e do 6leo do extrato da pele
de ré (Rana catesbeiana), em lesdes cutdneas provocadas
experimentalmente na regido dorsal de ratos Wistar.

Material e métodos

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comisséo de Etica e
Bem-Estar Animal (CEBEA) da FCAV, Campus de Jaboticabal,
UNESP, sob protocolo n° 008579-0, pois esta de acordo com
os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Foram utilizados 60 ratos, machos, da linhagem Wistar pesando
entre 150 e 200 gramas, provenientes do Biotério Central do
Campus de Botucatu — UNESP. Os animais foram mantidos,
durante a fase experimental, em gaiolas individuais de 30cm
x 20cm x 18cm localizadas no Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal, da FCAV, Campus de Jaboticabal,
UNESP e receberam ragéo e agua a vontade.

Os animais foram divididos aleatoriamente por tabela
randomizada, em quatro grupos experimentais com 15 animais
cada: Grupo Controle (GC); Grupo Membrana de Latex (GM);
Grupo Oleo de Extrato da Pele de Ra (GO) e Grupo Membrana
de Latex e Oleo de Extrato da Pele de Ra (GMO).

Amembrana de latex natural utilizada foi a Biocure®.' O produto
foi mantido em sua embalagem original, em local fresco e seco,
até o momento do procedimento cirurgico.

Para a realizagéo da ferida cirdrgica no dorso dos animais, apos
jejum alimentar de 12 horas, procedeu-se a anestesia geral com
a associagdo anestésica de 1 ml de quetamina 5% com 1ml
de xilazina 2%, na dose de 0,2ml/100g de peso corporal pela
via intramuscular. Os animais foram posicionados em decubito
ventral, realizou-se a tricotomia da regido dorsal, antissepsia
com iodo degermante 2%, alcool 70% e iodo povidona 2%. Em
sequéncia, foi retirado um segmento de pele de aproximadamente
2 x 2cm da regido toracica dorsal desses animais.

No GM, o segmento cutaneo excisado foi substituido por
fragmento de membrana de latex (Pelenova Biotecnologia
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S.A., Sdo Paulo-SP) da mesma dimenséo, suturada a pele
com fio inabsorvivel sintético (nailon 4-0) com pontos simples
interrompidos em seus vértices. No GO, apos a retirada de
segmento cuténeo, aplicaram-se no local da leséo trés gotas do
6leo de extrato da pele de ra (Asmarana Industria e Comércio de
Produtos Naturais Ltda., Natal-RN). No GMO, instilaram-se no
local da lesao trés gotas do 6leo de ra? e em seguida inseriu-se
a membrana como no GM, com nailon 4-0 . No GC foi efetuada
somente a excisdo do segmento cutédneo na regido dorsal dos
ratos. Os animais, de todos os grupos, ndo receberam nenhuma
medicagao pds-operatoria.

Para serem efetuadas avaliagdes macroscopicas e histologicas,
foi realizada eutanasia de trés ratos de cada grupo, aos trés,
cinco, sete, 14 e 21 dias do pos-operatorio. Paraisso, 0s animais
receberam 400mg/kg de tiopental sddico, por via intraperitoneal
(IP). Apds a eutanasia dos animais, procurou-se identificar a
ocorréncia de hemorragia e de rejeicao, além da presenca de
crostas, secregao e necrose nos diferentes grupos.

Apds os procedimentos descritos, um fragmento de 3x3cm foi
coletado da regido dorsal com 2x2cm referente a ferida cirdrgica
mais 1cm de margem com a interface pele/membrana ou pele/
processo cicatricial e fixado em Karnowisk.

Parte do material foi processado para inclusdo em Histosec®
(parafina - Merck, Darmstadt, Alemanha). A microtomia dos
fragmentos foi realizada em micrétomo automatico (Leica,
RM 2155), com auxilio de navalhas descartaveis, obtendo-se
cortes de 5um de espessura, que foram fixados em laminas e
submetidos as coloragdes por Hematoxilina e Eosina (HE) e
Tricromio de Masson (TM). Outra parte desse material foi incluida
em Historesin® (Merck, Darmstadt, Alemanha) (historesina)
e seccionado em micrétomo automatico (Leica-RM2155),
utilizando-se navalhas de vidro, obtendo-se cortes de 3 um que
foram corados com Hematoxilina e Floxina (HF) e Tricromio
de Masson (TM) (Behmer et al., 1976). Todas as preparagdes
foram fotodocumentadas ao microscoépio Leica DM 5000 B para
analise morfologica.

Para cada periodo foram estudados, sob microscopia de luz,
infiltrado inflamatério, constituido por eosinéfilos, linfécitos,
leucdcitos, plasmacitos, mondcitos, neutrdfilos, macrofagos,
mastocito; fibroblastos, fibrocitos, fibras colagenas e vasos
sanguineos.

Resultados

N&o foram observados sinais macroscopicos de rejeigdo a
membrana e ao 6leo como presenga de muco, ocorréncia de
hemorragia e sinais de necrose.

No terceiro dia pos-operatorio, em todos os grupos, as lesées
apresentavam-se hiperémicas e ndo edematosas. No GC iniciou-
se a formacao de crostas e tecido de granulagdo. Observou-se
a presenca de crosta com exsudato amarelado e tecido de
granulacgdo nas lesdes referentes aos grupos GO e GMO. Neste
ultimo, em menor quantidade. No GM, a membrana estava
aderida ao tecido muscular sem exsudagéo, sem granulagéo e
sem crostas aparente (Figura 1).
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Na avaliacédo histolégica das amostras a
microscopia de luz, péde-se observar no terceiro
dia apds o procedimento cirurgico que todos
0s grupos apresentaram neovascularizagao
e grande infiltrado inflamatério, formado
especialmente por neutréfilos e linfocitos. Além
dessas observagbes gerais, no GM e no GMO
pbde-se observar a presencga de algumas fibras
colagenas; no GMO, macrofagos e mondcitos
foram visibilizados.

Aos cinco dias de pés-operatorio, na avaliagéo
histoldgica, os grupos ainda apresentavam
células inflamatdrias e neovasos; contudo,
observou-se a presenca de macrofagos e
fibroblastos. Neste tempo de avaliagédo, no GM,
a neovascularizagéo era intensa.

Nas amostras colhidas aos sete dias apos o
procedimento cirurgico, a microscopia de luz,
ainda péde-se observar em todos os grupos a
presenga de neovasos, células inflamatodrias e
fibras colagenas. No GM e no GMO observou-
se ainda a presenga de adipécitos.

Apés 14 dias do procedimento cirurgico, na

Figura 1: Fotografias das feridas cirdrgicas dorsais de ratos Wistar no terceiro dia pés-cirurgico. analise h'sml?glca’ P‘?de'se observar nas
A) GC B) GM C) GO e D) GMO. Observa-se hiperemia em todas as lesdes, com presenca de amostras colhidas, assim como nos tempos
crostas em A (seta branca); presenga de exsudato amarelado em C e D (setas pretas). iniciais, a presenga de neovascularizagédo e
células inflamatédrias. Entretanto, neste tempo
de avaliagdo, observou-se a presenga de
fibras colagenas. Diferentemente dos demais
grupos, o GMO apresentou epiderme em
reorganizagao.

No quinto dia pos-operatério, as lesdes de todos os grupos apresentaram-se
com as margens retraidas. No GC, as crostas cobriram toda a lesdo; no GM
observou-se a presenga de tecido de granulagdo nas margens da ferida; no
GO verificou-se a presenca de algumas crostas e aspecto hiperémico com

tecido de granulagdo. No GMO presenciou-se tecido de granulagéo por toda ) o . .
a ferida (Figura 2). Por fim, na avaliacdo aos 21 dias de pds-

operatério, observou-se que a epiderme estava
cicatrizada nos grupos GM e GMO. No GC, a
epiderme ainda estava em organizagédo e no GO
ndo havia sinais de reorganizagao epidérmica
(Figura 3).

Discussao

Os tecidos de origem bioldgica, obtidos a partir
de animais da mesma espécie ou de espécies
diferentes, comportam-se, do ponto de vista
imunoldgico, respectivamente, como materiais
alogénicos e xenogénicos, podendo induzir
rejeicdo, constituindo assim, fator que restringe
a eficacia e o tempo de uso como curativo ou
enxerto (Chem et al., 1992; Jia et al., 1995;
Escudero et al., 1997; Schorlemmer; Kurrle,
1998). Entretanto, neste estudo nao se verificou
sinal marcante desse tipo de ocorréncia frente
aos tratamentos utilizados.

Quadros de hipersensibilidade ao latex séo
relatados na literatura em profissionais da
saude que constantemente manipulam objetos
Figura 2: Fotografias de feridas cirdrgicas dorsais de ratos Wistar no quinto dia p6s- cirurgico. com essa matéria prima. (Montalvao et al.,
A) GC B) GM C) GO e D) GMO. Verificam-se as margens das lesdes retraidas, em todos os . i .

grupos; crostas que cobrem toda a lesdo do GC; tecido de granulagédo nas margens da ferida 2008). Todavia, nesta ocasiao, assim (,:Onjo
do GM (seta branca); algumas crostas (*) e aspecto hiperémico (seta branca) com tecido de no estudo de Frade et al. (2012), na avaliagéo
granulagdo no GO (seta preta), o tecido de granulagéo intenso no GMO(seta vazada). da hipersensibilidade em humanos que
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pos-operatorio, fato que corrobora em
partes com Falcdo et al. (2002) ao
investigarem o efeito da pele de ra (Rana
catesbeiana) aplicadas como curativo
oclusivo em feridas cutdneas de cies,
que constataram grande reacgao tecidual
do hospedeiro, levando a rejeigdo do
implante nos animais que receberam
esse biomaterial.

Apesar do atraso na cicatrizagdo dos
animais do GO e GMO, provavelmente

LAl
M 5 !-I

I \ ﬁi
SN

{ B | ' B
Y | g

pela grande formagcado crostosa com
evidente exsudagdo presenciada, ndo
houve rejeicdo do hospedeiro, da mesma
forma que Gomes et al. (1995) também
ndo a observaram ao utilizarem a pele
de Rana catesbeiana como cobertura
temporaria de feridas produzidas por
queimadura grave em humanos.

Ao se comparar, macroscopicamente,
os eventos ocorridos entre os grupos
estudados nesta oportunidade, é clara
a constatacéo da regeneracgédo tecidual,

Figura 3: Fotomicrografias da les&o cutdnea do dorso de rato ao 21° dia apds o procedimento cirdrgico.
Em A, GC, nota-se epiderme em reorganizacédo (seta) macréfago (circulo) e fibras colagenas (Fc)
(Historesina, Hematoxilina Floxina, 40X). Em B, GM, observa-se epiderme cicatrizada (E), crista
epidérmica (seta vasada), papila dérmica (seta cheia), derme reticular (DR), fibras colagenas (estrela)
(Parafina, Hematoxilina Eosina, 40X). Em C, GO, nota-se auséncia de regeneragao epidérmica (seta
cheia), derme (D) em cicatrizagao pela presenga de fibras colagenas (estrela), nucleos de células do
tecido conjuntivo (circulo), anexo cutaneo (F), além de vasos (seta vazada) (Parafina, Hematoxilina
Eosina, 20X). Em D, GMO, observa-se tecido epitelial em organizagéo (Ep), fibras colagenas (Fc) e

foliculo piloso (seta) (Historesina, Tricromio de Masson, 40X).

receberam curativo de biomembrana de latex, nenhum animal
dos grupos membrana de latex (GM) e membrana de latex
mais 6leo de rda (GMO), apresentaram qualquer tipo de reagao
de hipersensibilidade e subsequente rejeicdo da membrana.

Na analise macroscoépica, verificadas nos dias trés, cinco, sete,
14 e 21 de pds-operatério, em todos 0s grupos, com excegao
do grupo GM, a observacédo da presenca de crosta formada
por fibrinas e exsudato inicialmente, seguida por tecido de
granulagéo, retragéo das bordas da ferida e por fim a epitelizagdo
corroboram com as observagdes feitas por Cotran et al. (2000)
sobre o processo cicatricial normal da pele.

No GM, a nao ocorréncia de crostas e exsudagéo no periodo
inicial esta relacionada com a cobertura da ferida proporcionada
pela membrana de latex que apresenta fatores de crescimento,
tais como fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)
e fator de crescimento transformante 1 (TGF_1)" em sua
composi¢cao, os quais, possivelmente, sejam responsaveis
pela indugdo da cicatrizagdo mais eficiente (Frade et al., 2004).
Todavia, esta observacdo ndo pode ser extrapolada ao grupo
GMO, pois, apesar desse grupo também receber a membrana,
provavelmente o 6leo de ra pode ter favorecido maior reagédo
tecidual e consequente formacéo de crostas (Falcéo et al.,
2002).

Nos animais que receberam apenas o d6leo de ra (GO),
a presencga de crosta ainda era evidente aos 21 dias de

com melhor eficiéncia no GM, pois no
21° dia de pos-operatorio a cicatrizagao
das lesbes estava completa, assim como
no GC. Ademais, o GM apresentou boa
formacgéo de tecido de granulagéo, sem
exsudacéao e sem crostas aparentes nos
periodos iniciais (Batista et al., 1996;
Thomazini et al., 1997; Lachat et al.,
1997; Potério-Filho, et al., 1999; Mente;
Ceneviva, 2001; Mrué et al., 2004; Paulo et al., 2005; Sousa et
al., 2007).

No grupo onde se utilizou apenas o 6leo de ra, a reparagao foi
mais retardada quando comparada aos tratamentos anteriores,
pois no periodo final de avaliagcao aos 21 dias de pds-operatério,
a ferida estava em fase retardada de cicatriazagdo, com
ocorréncia de crostas. No caso do 6leo de ra deve-se considerar
as colocagbes de Falcdo et al. (2002), que ressaltaram a
necessidade do desenvolvimento de outros projetos com o
proposito de estabelecer o modo mais eficaz de utilizar a pele de
Rana catesbeiana, como curativo biolégico oclusivo, em feridas
cutaneas excisionais.

Ao se analisar as preparagdes microscopicas referentes aos
grupos e dias de avaliagdo propostos neste experimento,
constatou-se, de forma geral, a verificagdo de caracteristicas
bem semelhantes as relatadas por Cotran et al. (2000) com
desenvolvimento de um processo de cicatrizagédo por segunda
intencao.

Mediante analise das amostras histoldgicas dos diferentes grupos
estudados, constatou-se a ocorréncia de evidente processo de
neovascularizagdo nas amostras do GM, provavelmente em
decorréncia da potente agao angiogénica desse produto, fato
que levou a aceleragdo da cicatrizagéo (Potério-Filho et al., 1999;
Sader et al., 2000; Oliveira et al., 2003; Frade et al., 2004; Pinho
et al., 2004; Friolani, 2008).
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Conclusao

Mediante os resultados obtidos, pode-se concluir que tanto a
utilizagdo da membrana de latex natural, quanto da combinagao
da membrana e do 6leo de r&, como apenas do 6leo de r3,
foram biocompativeis, uma vez que ndo induziram a reagéo
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