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RESUMO

Introdugdo: A limpeza de feridas ¢ um assunto controverso na literatura. A maioria
dos autores concorda que o polivinil pirrolidona iodo (PVP-I) reduz a infeccdo das feridas e
também causa retardo na cicatrizagdo. Nao se conseguiu levantar estudo histologico
experimental comparativo entre a clorexidina, o PVP-I e a solucao salina que mostrasse as
reacdes teciduais que o uso de cada uma dessas substancias ocasiona.

Objetivo: Avaliar a resposta inflamatoria em feridas potencialmente infectadas
tratadas com PVP-I, clorexidina e solugdo salina isotdnica, no sétimo dia de po6s-operatorio,
em ratos Wistar.

Métodos: Utilizou-se 32 ratos distribuidos em 4 grupos. Todos os animais tiveram

suas feridas operatoérias infectadas com um inéculo bacteriano padrao. Grupo controle (A): os

animais tiveram suas feridas operatdrias suturadas sem a limpeza com qualquer substancia.

Grupo solucdo salina (B): os animais tiveram suas feridas operatorias lavadas com solucao

salina. Grupo Clorexidina (C): os animais tiveram suas feridas operatdrias lavadas com
clorexidina. Grupo PVP-I (D): os animais tiveram suas feridas operatdrias lavadas com PVP-
I. Ap6s 7 dias foi realizada a avaliagdo morfologica da pele.

Resultados: Em todos os cortes histologicos observou-se a presenga de edema,
proliferacdo e congestdo vascular. O grupo A e D mostraram a presenga de um infiltrado
neutrofilico discreto, macrofagico e linfocitico moderados. O grupo B, um infiltrado
neutrofilico, macrofagico e linfocitico severos. O grupo C, um infiltrado de neutroéfilos,
macrofagos e linfocitos em moderada quantidade.

Conclusio: O grupo D foi o grupo que apresentou o infiltrado inflamatério mais

semelhante com o grupo que nao recebeu nenhum tratamento.



SUMMARY

Introduction: Wound cleaning is a controversy subject in literature. Most of the
authors agree that PVP-I reduces wound infections and also hold up healing. A experimental
histological study that shows tissue reactions caused by chlorhexidine, PVP-I and saline
solution could not be found in the literature.

Objective: To evaluate the inflammatory response of contaminated wound cleaning
with saline, chlorhexidine and PVP-I, seven days after surgery.

Method: Thirty-two male rats were used, divided in 4 groups. All animals had a
surgical wound done and contaminated with a standard bacterial inoculum. Control group (A):

animals wound were sutured without any kind of cleaning. Saline solution group (B): animal

wounds were cleaned with saline solution. Chlorhexidina group (C): animal wounds were

cleaned with chlorhexidine. PVP-I group (D): animal wounds were cleaned with PVP-I.

Seven days after surgery, all the animals had their skin submitted to microscopic evaluation.
Results: In all histological slices analyzed was noticed edema, vascular proliferation
and congestion. A and D groups showed presence of a mild neutrophilic, moderated
lymphocyte and macrophage infiltrate. Group B showed severe neutrophilic, macrophagic,
and lymphocytic infiltrate. Group C showed moderated neutrophilic, macrophagic, and
lymphocytic infiltrate
Conclusion: Group D was the group that showed inflammatory infiltrate most similar

to the group that did not have treatment.

vi



1. INTRODUCAO

A cicatrizagdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de eventos
celulares e moleculares que interagem para que ocorra a repavimentagao e a reconstituicao do
tecido lesado. '

Desde os primordios da medicina, registra-se a preocupagdao com a cicatrizagao das
feridas em geral, considerada como essencial para a saude, pois se sabia que infecgdes
adquiridas através dos ferimentos poderiam levar a morte.’

Um grande exemplo desta antiga preocupacdo é o Papiro de Edwin Smith, o mais
antigo documento cirurgico conhecido (Egito, 3000 a.C.), que se destaca pelas orientacdes
sobre o tratamento das infecgdes ali contidas.™*

Ja em 450 a.C, Hipdcrates preconizava a utilizagdo de 4gua morna, vinho e vinagre
para a limpeza das feridas além da limpeza das maos, fato que posteriormente foi refor¢ado
por Galeno (150 d.C.)."*

Entre o final de 1840 e a 2* Guerra Mundial, o foco para o tratamento de feridas e
cicatrizacdo foi a utilizacdo de anti-sépticos e agentes topicos com a¢do antimicrobiana bem
como a protecdo com coberturas secas, conseqiiéncias das descobertas de Pasteur sobre a
Teoria dos Germes. Nesta fase, da-se o periodo aureo da utilizagdo de anti-sépticos como
liquido de Dakin, Eusol, derivados do iodo, mercurio e aluminio.'

Atualmente, a preocupagdo com a infeccdo ndo ¢ menor. Diariamente, atendem-se
nas emergéncias dos hospitais e pronto-atendimentos intimeras feridas provocadas
acidentalmente ou ndo, cuja sintese ¢ realizada de imediato, seguindo-se muitos dos antigos
preceitos.

A solu¢do de continuidade da pele provocada pelo ferimento permite que os
microorganismos residentes, e até mesmo o0s transitorios que nela se encontram,
multipliquem-se, duplicando a cada 2 horas apds o aparecimento da ferida, e causem uma
infeccao local. Existem ainda os microorganismos das superficies com as quais a ferida entrou
em contato, que podem também infecta-la °, tornando-se mais uma interferéncia, com possivel
atraso do processo cicatricial.

A partir destas constata¢des, alguns autores propoem uma classificagao didatica para a

cicatrizagdo, distribuindo o processo em cinco fases, consideradas como principais ':



1. Coagulagao — Dependente da atividade plaquetéria e da cascata de coagulagao,
onde ocorre a formagdo do codgulo, que serve para coaptar as bordas da ferida e cruzar
fibronectina, oferecendo uma matriz provisdria, na qual os fibroblastos, células endoteliais e
queratindcitos possam ingressar na ferida.

2. Inflamagdo — Depende, além dos mediadores inflamatoérios, das células
inflamatoérias, como leucocitos polimorfonucleares (PMN), macrofagos e linfocitos. Os PMN
chegam no momento da lesdo tissular e permanecem por 3 a 5 dias, sendo os responsaveis
pela fagocitose das bactérias. O macrofago permanece do 3.° ao 10.° dia, fagocitando
bactérias e corpo estranho, direcionando o desenvolvimento do tecido de granulagdo. Os
linfécitos surgem na ferida em 7 dias, tendo importante influéncia sobre os macréfagos. A
fibronectina, sintetizada pelos fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais, adere,
simultaneamente, a fibrina, ao colageno e a outros tipos de células, como se fosse uma cola,
consolidando o coagulo de fibrina, as células ¢ os componentes da matriz. Por apresentar
propriedades quimiotaticas, promove a opsonizagdo € a fagocitose de corpos estranhos e
bactérias, sendo um importante componente desta fase.

3. Proliferagdo — E a sintese da lesdo propriamente dita. Apresenta 3 subfases:

3.1. reepitelizagdo, onde havera migragdo de queratindcitos ndo danificados das

margens da ferida e dos anexos epiteliais, com hiperplasia do epitélio;

3.2. fibroplasia e formacdo de matriz, importante na formacgdo do tecido de
granulagdo (colecdo de elementos celulares, incluindo fibroblastos, células
inflamatorias e componentes neovasculares e da matriz, como a fibrinectina, as
glicosaminoglicanas e o colageno). A formagdo do tecido de granulagdo
depende do fibroblasto, célula critica na formagdo da matriz por produzir
colageno, elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, responsaveis
pelo desbridamento e remodelamento fisiologicos;

3.3. angiogénese, onde as células endoteliais migram para a area lesada, proliferam
e determinam o caminho para outras células responsaveis pelo evento da
cicatrizacao.

4. Contragdo da ferida — E o movimento centripeto das bordas da ferida de

espessura total. As de espessura parcial (lesdo incompleta da derme) nao realizam esta etapa.



5. Remodelagdo — Ocorre durante meses, e ¢ responsavel pelo aumento da forca
de tensdo e pela diminuicao do tamanho da cicatriz e do eritema, ocorrendo no colageno e na
matriz.

Em decorréncia do conhecimento ja adquirido, os profissionais da satde realizam, de
rotina, uma limpeza adequada e cuidadosa da ferida antes de ser realizado qualquer tipo de
procedimento necessario a resolu¢ao do problema, como uma sutura, visando a retirada de
corpo estranho, diminuir a quantidade de microorganismos presentes, € com isso diminuir, ou
até mesmo, impedir a infec¢do, e portanto ndo atrapalhar a evolugdo do processo de
cicatrizagao.

A maneira como essa limpeza deve ser realizada ¢ ainda um assunto controverso
entre os profissionais que atuam em emergéncia, assim como na literatura, **¢78-10-11.12.13.14

A rotina para o procedimento de limpeza de qualquer ferimento antes da sutura varia
de hospital para hospital. A maioria dos servigos médicos utiliza solu¢do de clorexidina ou

solucdo de polivinil pirrolidona iodo (PVP-I) para a limpeza de feridas *'*'"!?

e alguns
utilizam apenas a limpeza com solugdo salina a 0,9 % (soro fisiologico). Em nosso meio,
acredita-se que a limpeza com 4gua e sabdo seja a mais simples, de menor custo e bastante
eficaz, estando ao alcance de qualquer local.

Em uma revisdo na literatura a respeito de substancias utilizadas na antissepsia de
feridas, encontrou-se resultados contraditorios, principalmente, quando da utilizagdo de
clorexidina ¢ PVP-L

De Wet (1990) avaliou o efeito bactericida do PVP-I na forma de creme no
tratamento de queimaduras e concluiu que no grupo estudado ndo havia sido satisfatorio.'

Molloy (1993) afirmou que o uso de PVP-I inibe a cicatrizacdo da ferida num
modelo experimental em ratos, porém ndo fez mencao a reagdo inflamatoria e a presenga de
necrose tecidual.'” Em semelhante linha de investigagdo, Kjolseth (1994) provou que o PVP-I
retarda a epitelizacao de feridas quando comparado com hipoclorito de sodio, sulfadiazina de
prata, bacitracina e nitrato de prata, porém esses pesquisadores ndo estudaram
comparativamente a clorexidina, que nos hospitais brasileiros ¢ largamente utilizada."'

Kashyap (1995) concluiu que o PVP-I reduz a resisténcia das feridas'” e, em estudo
experimental, ndo conseguiu demonstrar acdo superior desse quando comparado a solugdo

. . - 16
salina isotonica.
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Mais recentemente, 1997, Souza Filho, utilizando modelo animal avaliou o uso da
solucdo salina isotonica comparado com o agar no tratamento de feridas infectadas com
Staphylococcus aureus, onde o ultimo resultou ser mais regular e eficiente do que a solugdo
salina.?

No Brasil, o Ministério da Saude, na portaria 193/86, aprovou o uso tanto de
clorexidina quanto de solucdes de PVP-I com intuito anti-séptico no preparo da pele ou de
mucosa antes de uma intervencio cirtrgica.'”

Em sintese, a maioria dos autores concorda que o PVP-I reduz a infec¢do das feridas
e também que causa retardo na cicatrizagdo. Porém, ndo se conseguiu levantar, na bibliografia
pesquisada, estudo histologico experimental comparativo entre a clorexidina, o PVP-I ¢ a
solugdo salina que mostrasse as reacdes teciduais decorrentes de sua utilizagdo
individualizada nos ferimentos.>'*!"!%!8

Vérios produtos ja foram testados experimentalmente com o intuito de obter-se a
substancia ideal para a reducao da infeccdo tecidual sem alterar o processo cicatricial, mas
ainda ndo ha um consenso na literatura em torno do assunto.’!%!1+1%13. 14.17.18.19.2021.22.23

Nao ha, na literatura pesquisada, clareza quanto a indicacdo do uso de produtos
iodados, clorexidina ou apenas solucdo salina isotdnica na limpeza de feridas potencialmente
infectadas, assim como quanto as conseqiiéncias teciduais que seu uso ocasiona.

Para isso se propOs este estudo experimental, com a finalidade de comparar
macroscopica e histologicamente as reacdes inflamatorias causadas por cada uma das

substancias em estudo, na limpeza de feridas potencialmente infectadas, no sétimo dia de

evolucao da cicatrizagao.



2. OBJETIVO

Avaliar a resposta inflamatoria em feridas potencialmente infectadas tratadas com
polivinil pirrolidona iodo (PVP-I), clorexidina e solug¢do salina isotdnica, no sétimo dia de

poOs-operatorio, em ratos Wistar.



3. METODO

3.1. AMOSTRA

O experimento foi realizado no Laboratério de Técnica Operatoria e Cirurgia
Experimental do Departamento de Clinica Cirurgica da Universidade Federal de Santa
Catarina.

Foram utilizados 32 (trinta e dois) ratos da espécie Rattus norvergiccus da linhagem
Wistar, machos, com idade média de 120 dias, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Os animais receberam alimentag@o propria para a espécie, com acesso livre a dieta e
agua durante todo o periodo do experimento, sendo mantidos sob temperatura, luz natural, e
ruidos ambientais, mantido o ciclo dia/noite, em gaiolas de pléstico. Cada gaiola continha
apenas 1 animal, isolado da forragem por uma grade de ago inoxidavel, sem contato com as
secrecdes fisiologicas do mesmo (urina e fezes).

Os animais foram distribuidos em 4 grupos:

1. GRUPO CONTROLE - GRUPO A (n=8)

Os animais deste grupo tiveram uma ferida produzida em sua regido dorsal e infectada
com o indculo padrdo e, ap6s 15 minutos, tiveram a incisdo suturada sem a realizagdo de
limpeza da ferida com qualquer substancia. Apds 7 dias, foram levados a eutanasia e foi
colhido um fragmento de pele, conforme serd descrito, que foi enviado para andlise

morfoldgica.

2. GRUPO SOLUCAO SALINA — GRUPO B (n=8)

Os animais deste grupo tiveram uma ferida produzida em sua regido dorsal e infectada
com o indculo padrio e, apds 15 minutos, tiveram a incisdo lavada com 100 mL de solugdo
salina isotdnica (soro fisiologico) a 0,9%, e suturada com fio monofilamentar. Apds 7 dias,
foram levados a eutanasia e foi colhido um fragmento de pele, conforme sera descrito, que foi

enviado para analise morfologica.
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3. GRUPO CLOREXIDINA — GRUPO C (n=8)

Os animais deste grupo tiveram uma ferida produzida em sua regido dorsal e
infectada com o in6culo padrdo e, apds 15 minutos, tiveram a incisdo lavada com 5 mL de
clorexidina em solu¢do degermante a 2% e 100 mL de soro fisiologico a 0,9%, e suturada
com fio monofilamentar. Apds 7 dias, foram levados a eutanasia e foi colhido um fragmento

de pele, conforme sera descrito, que foi enviado para anélise morfoldgica.

4. GRUPO PVP-I - GRUPO D (n=8)

Os animais deste grupo tiveram uma ferida produzida em sua regido dorsal e
infectada com o indculo padrao e, apos 15 minutos, tiveram a incisdo lavada com 5 mL de
polivinil pilorridona iodo em solucdo degermante a 10% e 100 mL de soro fisiologico a 0,9%,
e suturada com fio monofilamentar. Apos 7 dias, foram levados a eutandsia e foi colhido um

fragmento de pele, conforme sera descrito, que foi enviado para analise morfologica.

IDENTIFICACAO DOS ANIMAIS

As gaiolas apresentavam identificagdo alfa-numérica, sendo 8 gaiolas A, 8 gaiolas B, 8
gaiolas C e 8 gaiolas D. Os animais foram enumerados de 1 a 8 em cada grupo. Assim, temos
no grupo A os animais de Al a A8, no grupo B os animais B1 a B8, e assim por diante até o

grupo D com os animais D1 a DS.

3.2. PROCEDIMENTOS

PROCEDIMENTO DE PREPARACAO DO INOCULO

O indculo foi obtido a partir de colonias de Staphylococcus aureus e Streptococcus
pyogenes fornecidas pelo Laboratorio Médico Santa Luzia (Florianopolis/SC), obtidas de
exames microbiologicos realizados por este laboratorio.

Estas culturas foram transferidas para um meio de cultivo denominado Miller-
Hinton, depositadas em placas de Petry, ¢ mantidas no laboratério por repiques sucessivos
para a suspensio em solu¢do aquosa de cloreto de sodio a 0,9 %, na quantidade de 10°

bactérias por mililitro de suspensdo, quantidade considerada infectante em 100% dos casos,
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medida através de uma escala de Mac Farland, lida ao colorimetro de luz. Os frascos foram
obtidos individualizados com 1 mililitro de suspensdo cada, e congelados a —70° C.

Os frascos foram descongelados no pré-operatorio imediato em banho-maria a 37° C.

PROCEDIMENTO ANESTESICO

Todos os animais, j& identificados e pesados, foram submetidos a anestesia com uma
solugdo contendo solugdo de cloridrato de cetamina e solugdo aquosa a 2 % de cloridrato de 2
-(2, 6-xilidino)- 5, 6- dihidro-4-H-1,3-tiazina na propor¢do de 5:1, sendo injetado 0,5
mililitros da solucdo, pela via intramuscular, na face interna da pata traseira esquerda do
animal, escolhida previamente por sorteio.

O animal foi considerado anestesiado, quando houve auséncia do reflexo cérneo-
palpebral e ndo exibiu qualquer reacdo motora pela preensdo do coxim adiposo de sua pata

dianteira.

PROCEDIMENTO DE INFECCAO

ApOs a anestesia, os animais foram imobilizados e colocados em uma prancha de
madeira de 30x35 cm, protegida por uma lamina de isopor de 1 cm de espessura, e fixados por
suas patas através de elasticos na posicao de decubito ventral horizontal.

Foi realizada depilagdo por arrancamento de pélos na regido dorsal do animal, numa
area de aproximadamente 8 cm”. Néo foi realizada antissepsia quimica, apenas lavando com 2
mL se soro fisioldgico a 0,9%.

Cada animal foi submetido a uma incisdo de 3 cm na regido mediana dorsal, e teve a
ferida de espessura total produzida, seccionando derme completa e tecido celular subcutianeo
(Figura 1A).

Logo apos, a ferida operatoria foi infectada com 1 mL de cada in6culo bacteriano ja

descrito®**®

, Inicialmente Streptococcus pyogenes e logo apos Staphylococcus aureus,
sequéncia esta definida por sorteio (Figura 1B). As mesmas cepas bacterianas foram

utilizadas para todos os animais do experimento.
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Figura 1 — A) Fotografia mostrando incisdo de 3 cm no dorso do animal, B) - Fotografia mostrando ferida de
espessura total sendo contaminada com 1 mL do indculo bacteriano.

O in6culo ja foi previamente testado, mostrando em estudo preliminar que houve

infecgdo em 100% das feridas ndo tratadas apos 5 dias.***

PROCEDIMENTO OPERATORIO

Os procedimentos cirurgicos foram realizados com técnica asséptica .

Apos passados 15 minutos da infeccdo do ferimento pela cepa bacteriana descrita, os
animais tiveram seus ferimentos lavados com uma das substincias que estavam sendo
estudadas, conforme descrito previamente (Figura 2A, B e C).

A seguir foi realizada sintese da ferida com fio Mononylon® 4-0 em pontos
separados em plano unico, abrangendo tecido celular subcutaneo e pele (Figura 2D). Ja os
animais do grupo controle (Grupo A) tiveram suas feridas apenas suturadas, como descrito
anteriormente, sem que as mesmas fossem lavadas com qualquer substancia. Todos os
animais, de todos os grupos, tiveram o mesmo numero de pontos.

Nao foi realizado curativo oclusivo sobre a ferida operatoria.
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Figura 4 — A) Fotografia mostrando a limpeza da ferida operatdéria com solugdo salina, B) Limpeza da
ferida operatoria com clorexidina, C) Limpeza da ferida operatdria com PVP-I, D) Aspecto
final da ferida operatoria.

ANALISE ECTOSCOPICA

No pés-operatorio foi realizado um acompanhamento diario com o objetivo de
identificar a olho desarmado as provaveis reagdes inflamatdrias e infecciosas .
Para a andlise da ferida dos animais foram utilizados os seguintes parametros:
a. Alteragdo da coloragdo da pele.
b. Observagdo e anotagdo da secre¢do presente na ferida, quanto ao tipo, odor,
coloracdo, presenca ou niao de material purulento.
Nao foi utilizado nenhum tipo de analgesia, nem curativos, no pos-operatorio dos

animais estudados.
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PROCEDIMENTO DE EUTANASIA

Foi realizada eutandsia e coleta de material para exame histolégico apds 7 dias da
realizagao do ato operatério. Os animais foram levados a eutanasia por dose letal de éter
etilico, e, em seguida foram colocados em decubito ventral em uma prancha de madeira de
35x30 cm. Foi retirada uma amostra de pele da regido onde foi realizado o procedimento,

medindo 4x2 cm, que foi enviada para andlise histopatologica.

PROCESSAMENTO TECNICO — MACRO E MICROSCOPICO

Os fragmentos de pele foram acondicionados em solugdo aquosa de formaldeido a
10% e enviados ao Instituto de Diagnostico Anatomo Patologico — IDAP- Laboratério de
Patologia do Hospital de Caridade, em Florianépolis, SC.

As pecas foram submetidas ao processamento histologico habitual com desidratagdo e
clarificagdo em processador de tecidos (PT MONO 200®), sendo posteriormente incluidos
em blocos de parafina, identificados e seccionados em microtomo com obtencdo de 5 (cinco)
cortes semi-seriados de 3 micrometros (um) de espessura .

As laminas, assim obtidas, identificadas de acordo com o numero do protocolo, foram

coradas pela Hematoxilina-Eosina (HE).

ANALISE MORFOLOGICA - MICROSCOPICA

Todas as ldminas foram avaliadas pelo mesmo pesquisador em microscopio Nikon
Eclipse E 200® com aumentos de 40X e 400X.
Os parametros utilizados para a avaliagao morfologica (microscopica) foram:
a. Presenga ou nao de edema.
b. Presenc¢a ou ndo de proliferagdo vascular.
Presenca ou ndo de congestao vascular.
d. Presenga ou ndo de infiltrado neutrofilico, classificando-o, quando presente,
em discreto, moderado e severo.
e. Presenga ou ndo de infiltrado de macrofagos, classificando-o, quando

presente, em discreto, moderado e severo.
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f. Presencga ou nao de infiltrado de linfocitos, classificando-o, quando presente,
em discreto, moderado e severo.

g. Presenca ou ndo de fibrose jovem.

h. Presenca ou ndo de tecido de granulacao.

i.  Presenga ou ndo de proliferagdo de fibroblastos.

j. Presenga ou ndo de granuloma de corpo estranho.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram reunidos em planilhas e submetidos a analise estatistica.
Para isto, foram utilizados os programas EpiData e Epilnfo.
Os dados eram considerados estatisticamente significantes para um p < 0,05, sendo

anotado com asterisco os valores onde p foi significante.



4. RESULTADOS

Dos 32 animais do experimento, nenhum evoluiu para o 6bito em até 7 dias apds o

primeiro procedimento operatdrio.

ANALISE ECTOSCOPICA

O exame a olho desarmado das feridas, realizado do 1° ao 7° dia pds operatoério (PO),
demonstrou a ocorréncia de deiscéncia parcial de sutura no 3° PO em 1 animal do grupo C, e
no 4° PO em 1 animal do grupo A e 1 animal do grupo D.

Notou-se a presenga de infeccao da pele adjacente a incisdo, com presenca de material
purulento de odor fétido, no 7° PO em 2 animais do grupo D, caracterizando uma piodermite.

A formagao de abscessos foi identificada a olho desarmado no 7° PO em 6 animais do
grupo A, 8 animais do grupo B e em 4 animais do grupo D. Nao houve formag¢ao de abscessos

visiveis a olho desarmado em nenhum animal do grupo C.
ANALISE MORFOLOGICA

Foram analisados 5 cortes histoldgicos de cada animal, totalizando 40 cortes por
grupo e um total de 160 cortes histoldgicos neste estudo.

Todos os animais, de todos os grupos, apresentaram edema, proliferacdo e congestao

vascular ao exame microscopico da pele (Figuras 3,4 ¢ 5).



Figura 3- Fotomicrografia com aumento de 100x, de corte histologico da pele de
rato do grupo C, corada com HE, mostrando edema do tipo inflamatorio.

Figura 4- Fotomicrografia com aumento de 400x, de corte histologico da pele de
rato do grupo C, corada com HE, mostrando estroma com edema, tecido
conjuntivo frouxo e neovasos.
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Figura 5- Fotomicrografia com aumento de 400x, corada em HE, de pele de rato do
grupo B mostrando edema inflamatério com polimorfonucleares e
mononucleares.

Os demais resultados da analise morfolégica foram distribuidos nas tabelas e figuras

abaixo.

TABELA 1 — Andlise histopatologica da ferida operatoria. Classificagdo do infiltrado
neutrofilico.

Grupo Discreto Moderado Severo

N % N % N %

24 60 2 5 14 35
11 27,5 1 2,5 28 70

20 50 5 12,5 15 37,5

A
B
C 18 45 20 50 2 5
D
p

*p =0,00000...



Figura 6- Fotomicrografia com aumento de 400x, de corte histologico da pele de
rato do grupo D, corada com HE, mostrando detalhe do exsudato
neutrofilico.

23

TABELA 2 — Anadlise histopatolégica da ferida operatoria. Classificagdo do infiltrado de

macrofagos.
Grupo Discreto Moderado Severo

N % N % N %
A 7 17,5 23 57,5 10 25
B 10 25 11 27,5 19 47,5
C 10 25 28 70 2 5
D 15 37,5 20 50 5 12,5
p

*p =0,00000380
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TABELA 3 - Anadlise histopatologica da ferida operatoria. Classificagdo do infiltrado

linfocitico.
Grupo Discreto Moderado Severo

N % N % N %
A 3 7,5 34 85 3 7,5
B 10 25 14 35 16 40
C 10 25 28 70 2 5
D 14 35 21 52,5 5 12,5

*p =0,00000380

TABELA 4 — Analise histopatologica da ferida operatoria. Presenga de fibrose jovem.

Presenca Sim Nao

N % N %
Grupo A 24 60 16 40
Grupo B 16 40 24 60
Grupo C 9 22,5 31 77,5
Grupo D 22 55 18 45
Total % 71 44.4 89 55,6

*p=10,00311618

TABELA 5 — Analise histopatoldgica da ferida operatodria. Presenca de tecido de granulagio.

Presenca Sim Niao

N % N %
Grupo A 39 97,5 1 2,5
Grupo B 40 100 0 0
Grupo C 40 100 0 0
Grupo D 40 100 0 0
Total % 159 99,4 0 0,6

p = 0,38872525



Figura 7- Fotomicrografia com aumento de 400x, de corte histologico da pele de
rato do grupo D, corada com HE, mostrando detalhe do tecido de
granulacdo com neovasos.
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TABELA 6 — Andlise histopatologica da ferida operatdria. Presenca de proliferagdo de

fibroblastos.

Presenca Sim Niao

N % N %
Grupo A 40 100 0 0
Grupo B 40 100 0 0
Grupo C 40 100 0 0
Grupo D 39 97,5 1 2,5
Total % 159 99,4 0 0,6

p = 0,38872525



Figura 8- Fotomicrografia com aumento de 100x, de corte histologico da pele de
rato do grupo B, corada com HE, mostrando tecido de granulagdo com
proliferagdo de fibroblastos e fibrose jovem, proximo a planos musculares
profundos.
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TABELA 7- Anadlise histopatolégica da ferida operatdria. Presen¢a de granuloma a corpo

estranho.

Presenca Sim Nao

N % N %
Grupo A 19 47,5 21 52,5
Grupo B 34 85 6 15
Grupo C 29 72,5 11 27,5
Grupo D 22 55 18 45
Total % 104 65 56 35

*p=0,00168107



Figura 9- Fotomicrografia com aumento de 400x, de corte histologico da pele de
rato do grupo C, corada com HE, mostrando células gigantes de corpo
estranho.
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5. DISCUSSAO

A cicatrizagdo de feridas ¢ um processo dindmico que envolve fendmenos
bioquimicos e fisiolégicos que se comportam de forma harmoniosa a fim de garantir a
restauragdo tissular. O principal fator desencadeante da cicatrizagdo ¢ a lesdo local com ou
sem perda tecidual, a partir do qual o fisiologismo volta-se completamente para o reparo de
um evento que causou dano 4 integridade do organismo."

A perda tecidual pode atingir a derme completa ou incompletamente, ou mesmo
atingir todo o 6rgdo, chegando ao tecido celular subcutaneo. E dai que surge a defini¢do do
tipo de ferida. Na ferida de espessura parcial - derme incompleta - a reparagdo faz-se pela
reepitelizagdo dos anexos epiteliais ou epitélio derivado da pele adjacente ndo acometida;
resultando uma cicatriz praticamente imperceptivel. J& as feridas de espessura total - derme
completa ou estendida ao tecido celular subcutaneo - necessitam da formagao de um novo
tecido, chamado de tecido de granulagdo; a epitelizagdo, base da cicatrizagao das feridas de
espessura parcial, acontece apenas nas margens da ferida. Nesse caso, a cicatriz ¢ totalmente
perceptivel e, muitas vezes, pronunciada.'

Robbins mostrou que em uma incisdo cirurgica limpa, dentro de 24 horas surgem os
neutrofilos. Ha espessamento da epiderme na margem incisional, conseqiliente das mitoses das
c¢lulas basais. Em 24 a 48 horas, forma-se uma camada epitelial fina continua logo abaixo da
crosta superficial, resultado da migracao e crescimento de células epiteliais. Até o 3° dia os
neutrofilos sdo, na sua maioria, substituidos por macrofagos, que terdo seu pico aos 10 dias. O
tecido de granulacdo invade a incisdo, com o aparecimento de fibras de coldgeno nas margens
da incisdo. Até o 5° dia o espago incisional é preenchido pelo tecido de granula¢io.?

A partir de 7 dias, ha proliferacdo de fibroblastos e acumulo continuo de colageno,
com o desaparecimento da maior parte do infiltrado leucocitario, do edema e do aumento de
vascularizagdo. Nota-se o empalidecimento da cicatriz devido a presenca do colageno.

Na ferida cirurgica limpa, a neovascularizagdo ¢ méaxima com 5 dias. O colageno
torna-se abundante e a arquitetura epidérmica € recuperada, com queratinizagao superficial.

No final do 1° més a cicatriz ¢ representada por um tecido conjuntivo destituido de

infiltrado inflamatério.
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Muitas variaveis, tanto de ordem geral como local, influenciam o longo e complexo
processo de cicatrizacao.

Com a evolu¢do dos estudos do controle da infec¢do hospitalar, ficou evidente o
papel dos fatores endogenos e exdgenos no desencadeamento deste problema o que fez com
que a antissepsia deixasse de ser algo questionavel para se tornar uma medida racional."”’

Dos fatores gerais que interferem no aparecimento de infec¢do da ferida operatoria
destacam-se: a idade, o estado nutricional, a existéncia de doengas de base (como diabetes), as
alteracdes cardiocirculatorias e de coagulacdo, os quadros infecciosos sistémicos € o uso de
drogas sist€émicas. Dos fatores locais, interferem a técnica cirurgica, a formagdo de
hematomas, a reacio de corpo estranho, a infec¢do e o uso de drogas topicas.'?°

Neste estudo, tentou-se padronizar a amostra de animais, de modo que as variaveis
que viessem influenciar no processo cicatricial fossem as mesmas.

Todos os animais tinham aproximadamente a mesma idade, recebiam a mesma dieta,
foram operados pelo mesmo pesquisador, expostos a mesma quantidade e qualidade de
in6culo, com a ferida operatoria suturada com o mesmo tipo de fio e igual nimero de pontos.
O uso de diferentes agentes topicos para limpeza das feridas operatérias foi a Unica variavel
submetida a estudo.

As laminas resultantes foram analisadas as cegas pelo mesmo pesquisador, evitando
assim variagoes no seu resultado.

Foi escolhido como animal de experimentagdo o rato, devido a fatores como facil
obtencdo, manuseio ¢ manutengdo além de uma menor morbidade e mortalidade, pois sao
animais de comprovada resisténcia, mesmo em meio adverso. >’

Outra vantagem da utilizacdo de ratos ¢ a menor quantidade de fibras elasticas
encontradas na derme **, pois ndo havia interesse no estudo do colageno e sim do processo
inflamatorio maior ou menor dependendo do agente anti-séptico envolvido.

Procurou-se utilizar um modelo de estudo o mais semelhante possivel da realidade.
Neste modelo experimental, optou-se por realizar a sutura em todos os animais, objetivando
proteger o local de outras bactérias com as quais a ferida entraria em contato caso nao
houvesse a sutura e para haver maior correlagdo do que acontece no dia a dia das emergéncias
hospitalares de humanos.

No entanto, sabe-se que a sutura também contribui para o aparecimento da infeccao.

Fla age como um depdsito mecanico para as bactérias e também como fator irritante. O
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aspecto mecanico de tensdo das suturas também favorece o aparecimento de infecgdo.” A
presenca de um corpo estranho, no caso a sutura, diminui significativamente o numero de
germes causadores da infecgio local, fato ja comprovado por Elek.*

O indculo padrao utilizado neste estudo ja foi previamente testado. Estudos

preliminares realizados por Elek (1956) e Roettinger (1973)***

, mostraram que a inoculacao
de 10° bactérias por mililitro de suspensdo, realizadas no dorso de cobaias, provoca o
aparecimento de 100% de infecg¢ao.

Tanto o PVP-I como a clorexidina possuem diferentes propriedades antissépticas. Ja a
solugdo salina, apesar de ndo ser um anti-séptico, demonstra ser eficaz no tratamento da
ferida infectada. Isso nos faz acreditar que qualquer que seja a solugdo empregada, o principal
¢ efetuar uma boa irrigacdo com volume e pressdo suficientes para provocar a remog¢ao
mecanica da fibrina, detritos, bactérias e secre¢des da superficie da ferida.”’

Tanto o PVP-I como a clorexidina utilizadas neste trabalho foram solugdes aquosas,
conhecidas como degermantes. A presenca do alcool na composi¢do destes produtos
interferiria negativamente na reparacao tecidual, pois, quando aplicado localmente, promove
lesdo celular, precipitando e desidratando o seu protoplasma.'’

O contato entre a cirurgia e estes anti-sépticos ocorre de forma direta ou indireta, pois
0 PVP-I ¢ a clorexidina possuem acdo residual apos a antissepsia.'’

O PVP-I foi sintetizado por Shelanski em 1953 (povidine®), sendo largamente
utilizado como anti-séptico cirurgico desde entdo. Seu principio ativo ¢ o iodo livre, que
apresenta acao bacteriostatica na concentracao de 6,4% e bactericida a 9,6%, em relagdo ao
Staphylococcus aureus. A concentracdo usada neste estudo foi 10%, solucdo aquosa, ja
evitando os efeitos citotoxicos apresentados pelo alcool.™

Muitos autores afirmam que o uso de substancias iodadas causa danos teciduais e
questionam sua indicagdo na profilaxia da infec¢do de feridas. Isto em virtude de a solugdo de
PVP-I possuir, na sua composicdo, um surfactante ndo idnico que da maior aderéncia a
superficie em que ¢ empregado, permitindo a liberacdo de iodo durante um periodo maior, o
que prolonga sua a¢do antimicrobiana.'’

Com a larga utilizagdo de PVP-I no tratamento de feridas contaminadas, os resultados

quanto a sua influéncia na cicatrizacdo e efeito antibacteriano ainda sdo controversos,

procurou-se avaliar o seu efeito em feridas contaminadas com Staphylococcus aureus e
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Streptococcus pyogenes, em comparagao com a utilizacao de clorexidina e de solugdo salina,
em cobaias.

A avaliagdo macroscopica das feridas operatorias, realizada no 7° dia PO a olho
desarmado mostrou a formacao de abscessos em 75% dos animais sem tratamento, 100% dos
animais tratados com solucdo salina ¢ em 50% dos animais tratados com PVP-I. Nao se
verificou, a olho desarmado, no 7° PO, formacao de abscessos nos animais do grupo tratado
com clorexidina. Este dado nos sugere que o grupo tratado com clorexidina teve uma maior
protecdo as bactérias ou teve um processo inflamatério mais lentificado, atrasando, dessa
forma, a organizagdo de colegdes.

Entretanto, o grupo D apresentou, ao 7° PO, 2 animais (25%) com presenga de
secrecdao purulenta de odor fétido na pele adjacente a incisdo operatdria, caracterizando uma
piodermite (foliculite?). Este dado ndo foi observado em nenhum outro animal deste estudo.

Em todos cortes histologicos analisados neste estudo, de todos os grupos, observou-se
a presenca de edema, proliferagdo e congestao vascular, eventos importantes na resposta
inflamatoria e cicatrizag¢do de feridas, sejam elas contaminadas ou ndo.

Analisando apenas o grupo que ndo recebeu nenhum tipo de tratamento, nota-se a
presenga de um infiltrado neutrofilico discreto, macrofagico e linfocitico moderados. Isto
caracteriza um processo inflamatorio que estd se cronificando, muito provavelmente pela
presenca da infeccdo que perpetua o dano celular. Esta ¢ a representagdo da evolugdo natural
de uma ferida infectada, que ndo recebeu nenhum tipo de tratamento, em ratos Wistar.

Ja o grupo B, tratado apenas com solucdo salina, mostra um infiltrado neutrofilico,
macrofagico e linfocitico severos. A solugdo salina certamente influi de alguma maneira no
processo cicatricial, talvez pela agdo mecénica causada pela pressdo e volume da mesma que
acabam provocando o arraste de detritos, assim como de células, mas fundamentalmente,
diluindo e distribuindo o indculo no interior da ferida.

O grupo de animais tratado com clorexidina apresentou um infiltrado neutrofilico
moderado, acompanhado de macrofagos e linfocitos também em moderada quantidade.

Os animais tratados com PVP-I mostraram um infiltrado neutrofilico
predominantemente discreto, acompanhado de macréfagos e linfocitos em moderada
quantidade. Este foi o grupo que mais se aproximou da evolugdo notada nos animais que nao

tiveram nenhuma substancia, além da propria infeccao, interferindo no processo cicatricial.
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A presenga de um infiltrado linfocitico de moderado a severo em todos os cortes
estudados, de todos os grupos, nos faz pensar em cronificacdo do processo inflamatorio.
Provavelmente devido a infec¢do presente em todos os animais que perpetua o dano celular.

Nao houve desaparecimento do edema nos cortes estudados.

Notou-se que ao final de 7 dias, os grupos A (sem tratamento) ¢ D (tratado com PVP-
I) foram os grupos que tiveram uma evolu¢do da cicatrizagdo mais parecida com a historia
natural: predominando um infiltrado neutrofilico discreto, macréfagico e linfocitico
moderado e presenca de tecido de granulagao.

A cicatrizacdo da ferida de espessura total, produzida neste estudo, necessita da
formagdo de um novo tecido, o tecido de granulacao, a epitelizacdo acontece das margens
para o centro da ferida.! Em todas os cortes analisados, ao final de 7 dias do ato operatério,
notou-se a presenca de tecido de granulagdo, exceto em um corte do grupo A. Entretanto, a
auséncia de tecido de granulagdo em apenas um corte, do total de 160, ndo foi estatisticamente
significante, p > 0,05.

Ha diversos autores que demonstram o efeito citotoxico do PVP-1 a 10 % sobre os

fibroblastos.!”*°

Neste estudo houve proliferacio de fibroblastos em todos os cortes
analisados, exceto em um corte do grupo D, tratado com PVP-I. Entretanto, este dado nao foi
estatisticamente significante, p > 0,05.

Estes autores demostram um processo inflamatorio mais intenso € um reparo mais
lento quando se usa o PVP-I em relagio a solugdo fisiologica e a clorexidina.'”*" Os
resultados do estudo em questdo demonstram que o reparo tecidual, cicatriza¢do, foi mais
rapido no grupo sem tratamento, seguida pelo grupo tratado com PVP-I, soro fisioldgico e
por ultimo o grupo tratado com clorexidina. O pardmetro utilizado para determinar a
evolucdo da cicatrizagdo foi a presenga de fibrose jovem. Sua auséncia foi considerada
retardo no processo cicatricial. Deve-se ressaltar que em todas as laminas estudadas ha
proliferacao de fibroblastos.

A presenga de granuloma a corpo estranho foi mais notada nas laminas do grupo B
(85%), seguidas pelas laminas dos grupos C (72,5%), D(55%) e A (47,5%), sendo este
resultado estatisticamente significante (p=0,00168107). Este granuloma de corpo estranho
formou-se ao redor do fio de sutura, presente em todas as feridas operatorias estudadas.
Entretanto este resultado ¢ puro acaso. Todos os animais tinham o mesmo nimero de pontos

com o mesmo tipo de fio. Sabe-se que a formagao deste granuloma ao redor do fio de sutura ¢
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inevitavel. O fato deste granuloma nao ter sido observado em algumas laminas foi devido aos
niveis de cortes das mesmas, que, ao acaso, pode ou nao pegar o local onde havia presenca do
fio de sutura.

Apesar dos grandes avancos verificados nas ultimas décadas ndo s6 na compreensao
acerca dos diversos fatores e fenomenos envolvidos no processo de reparacdo tissular, mas
também com a crescente pesquisa ¢ descoberta de novos recursos e tecnologias para nele

intervir, muito ha de ser descoberto.



6. CONCLUSOES

1.0s grupos A e D mostraram, no sétimo dia PO, um infiltrado inflamatério com
neutrofilos (polimorfonucleares) em discreta quantidade e infiltrado com macrofagos e
linfocitos (mononucleares) em moderada quantidade;

2.0 grupo B mostrou, no sétimo dia PO, um infiltrado severo de neutrofilos,
macrofagos e linfocitos ;

3.0 grupo C mostrou, no sétimo dia PO, um infiltrado moderado de neutréfilos
(polimorfonucleares), macrofagos e linfocitos (mononucleares);

4.0 grupo D foi o grupo que mostrou o infiltrado inflamatoério mais semelhante com
o grupo que nao recebeu tratamento, este fato sugere que o PVP-I foi a substancia que menos

interferiu na evolugdo natural do processo inflamatorio.
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APENDICE



PROTOCOLO DE ANESTESIA:

DATA: HORA:
SEXO: PESO:
GRUPO: RATO NUMERO:
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° INDUCAO ANESTESICA
DOSE: VIA:

MANUTENCAO:

e TERMINO:
e DURACAO DA ANESTESIA:

e RECUPERACAO ANESTESICA:

e OBSERVACOES:



PROTOCOLO DE EXAME ECTOSCOPICO:
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DATA: HORA:

SEXO: PESO:

GRUPO: RATO NUMERO:

e PRESENCA DE: * DIA POS-OPERATORIO:
HEMORRAGIA —

DEISCENCIA DE SUTURA-
NECROSE —

ISQUEMIA —

HIPEREMIA —

SECRECAO PURULENTA —

ABSCESSO —

e OBSERVACOES:



PROTOCOLO DE EXAME MICROSCOPICO MORFOLOGICO:

Grupo: No. Animal:

Corte histologico:

Edema:

Proliferagdo vascular:

Congestdo vascular:

Neutrofilos:

Macroéfagos:

Linfocitos:

Fibrose jovem:

Proliferagdo de fibroblastos:

Granuloma a corpo estranho:

Observacoes:



ANEXO



Farias, Débora Cadore de
Analise morfolodgica de trés tipos de limpeza em feridas potencialmente
infectadas — estudo experimental em ratos Wistar. — Florianopolis, 2004.
43p.

Orientadora: Daniella Serafin Couto Vieira.

Co-orientador: Armando José¢ d’Acampora.

Monografia (Trabalho de Conclusdo de Curso) — Universidade Federal de
Santa Catarina — Curso de Graduagdo em Medicina.

1. Histologia. 2. Povidona-iodo. 3. Clorexidina. 4. Cloreto de sodio. 5.
Ratos Wistar.
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