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RESUMO

HENRIQUES, Marcelo de Oliveira. Enxerto omental livre sem anastomose vascular na
cicatrizacdo cutanea de ratos. 2018. 76 p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria).
Instituto de Veterinaria, Seropédica, RJ, 2018.

O processo de cicatrizagdo em mamiferos estd intimamente ligado & manutengdo do meio
interno e a sobrevivéncia do animal, sendo influenciado por fatores como vascularizagdao
local, estado nutricional, higidez, presenca de infec¢ao e doengas concomitantes, entre outros.
Materiais biologicos tém sido recomendados no processo cicatricial por possuirem
propriedades antibacterianas e analgésicas, acelerarem a formacao de tecido de granulagdo, de
epitelizacdo e propiciarem barreira a invasdo bacteriana. O omento tem sido usado na
medicina humana e veterinaria na cicatrizacao de feridas, por meio de enxertos pediculados
ou livres, desde antes de 1900, entretanto o mecanismo pelo qual ha auxilio na resolugdo de
lesdes ndo ¢ completamente compreendido. A presenca de ampla vascularizagdo, de células
de defesa inata e especifica, denominados “milky spots” e células pluripotenciais
mesenquimais tem sido determinada como preponderante para promover cicatrizacdo e
regeneragdo em tecidos injuriados. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade
e influéncia do enxerto de omento livre, sem anastomose vascular, na cicatrizacao de feridas
cutaneas em ratos Wistar machos, que foram divididos em quatro grupos de sete animais,
sendo dois grupos controle (CT7 e CT14) e dois tratados (OM7 e OM14), tendo sido
realizadas as seguintes avaliagdes: macroscopia e morfometria das feridas, andlises
histopatologicas, quantificagdo de fibras de coldgeno tipos I e III e pesquisa de citocinas e
fatores de crescimento, como Fator de Crescimento de Endotélio Vascular (VEGF), Fator de
Crescimento de Fibroblastos (FGF) e Fator de Crescimento Transformador-f (TGF-f), por
imunohistoquimica e por expressdo génica feita pela técnica de reacdo em cadeia de
polimerase. Nos resultados macroscopicos, o enxerto permaneceu viavel na ferida em todos
os animais tratados, sem maiores complicacdes. Comparado ao grupo CT14, no grupo OM14
houve significativo aumento do infiltrado mononuclear e diminui¢do do TGF-B aos 14 dias,
sem diferenga estatistica nos demais pardmetros e momentos de avalia¢do. Estes achados no
infiltrado mononuclear e na quantificacdo de TGF-B, aos 14 dias de pds-cirurgico, deve-
se possivelmente as capacidades imunomoduladoras do omento. Pode-se concluir que a
utilizacdo do omento livre autélogo sem anastomose vascular na cicatrizagdo cutanea ¢ eficaz
e viavel, ndo tendo ocorrido rejeicdo, perda do enxerto ou auséncia de cicatrizagdo nas lesdes
agudas em ratos saudaveis.

Palavras-chave: Citocinas, Expressdo génica, Fatores de crescimento, Omento, Reparo

tecidual.
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ABSTRACT

HENRIQUES, Marcelo de Oliveira. Free omental graft without vascular anastomosis in the
cutaneous healing of rats. 2018. 76 p. Thesis (Doctorate in Veterinary Medicine). Institute of
Veterinary Medicine, Seropédica, RJ,

The healing process in mammals is intimately connected to the maintenance of the internal
environment and to the survival of the animal, being influenced by several factors, such as
local vascularization, nutritional status, healthiness, presence of infection and concomitant
diseases, among others. Biological materials have been recommended in the cicatricial
process due to its analgesic and antibacterial attributes, accelerate the formation of granulation
tissue and epithelization, provide a barrier to bacterial invasion. The omentum has been used
in human and veterinary medicine related to the healing of wounds, through pedicled or free
grafts, since before 1900, however, the mechanism by which there is assistance in the
resolution of injuries is not fully comprehended. The presence of wide vascularization and
innate and specific defense cells, called “milky spots” and mesenchymal pluripotential cells
has been determined as preponderant to promote healing and regeneration in injured tissues.
The objective of this study was to evaluate the viability and influence of the free omentum
graft without vascular anastomosis on the healing process of cutaneous wounds in male
Wistar rats, which were divided into four groups of seven animals, two control groups (CT7
and CT14) and two treated (OM7 and OM14), and the following evaluations were performed:
macroscopy and morphometry of the wounds, histopathological analysis, quantification of
type I and III collagen fibers, and research of cytokines and growth factors, such as Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), Fibroblast Growth Factor (FGF) and Transforming
Growth Factor-f (TGF-B), through immunohistochemistry and gene expression made by
polymerase chain reaction technique. In the macroscopic results, the graft remained viable in
the wound in in all treated animals, without major complications. Compared to the CT14
group, in the OM14 group there was a significant increase in mononuclear infiltrate and a
decrease in TGF B at 14 days, with no statistical difference in the other parameters and
moments of evaluation. These findings in the mononuclear infiltrate and the quantification of
TGF-p at 14 days postoperative, are possibly due to the immunomodulatory capacities of the
omentum. It can be concluded that the use of autologous free omentum without vascular
anastomosis in cutaneous healing is effective and viable, with no rejection, loss of graft or
absence of healing in acute wounds in healthy rats

Key words: Cytokines, Gene expression, Growth factors, Omentum, Tissue repair.
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posterior andlise morfométrica com o software Image J. Grupos: CT7 - Controle 07
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infiltrado inflamatorio misto, coloracdo HE, objetiva 20x. (B) extensa area de
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hemorragia em meio a moderado infiltrado inflamatoério linfoplasmocitario em tecido
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CT 49,58 £ 8,19 vs OM 52,30 £ 9,11, p= 10,6975 ..onrioreeieieeeeeeeeee e
Figura 29. Expressdao génica do Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF2) em
lesdes cutaneas agudas em ratos tratados com enxerto omental livre, sem anastomose
vascular e controles. (A) Comparacao entre grupos OM7 e CT7 — CT 1,385 + 1,234 vs
OM 0,721 = 0,318 p=0,6154. (B) Comparagao entre grupos OM14 e CT14 (CT 0,806 +
0,266 vs OM 0,652 £ 0,293, P= 0,8527) weeeerueeiieieeiesieeeeeie sttt

Figura 30. Mensuragdes por meio de Imunohistoquimica de Fator de Crescimento
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Transformador-f (TGF-B) em lesdes cutineas agudas em ratos tratados com enxerto
omental livre, sem anastomose vascular e controles. Comparagao entre grupos OM14 e
CT14 (CT 58,58 + 21,52 vs OM 51,36 £+ 8,12, p = 0,0008). *** diferenca significativa
ETIETE OS ZIUPOS «.veeuvenreteereeenteestaateesteaseesseenseestesseesseeseesseenseesseseanseessenseensesseenseensesneensesnsesneen
Figura 31. Imunohistoquimica de tecido de granulacdo de lesdes cutaneas de ratos, nos
grupos controles e tratados com enxerto omental livre, aos 14 dias apos a lesdo, para

fator de crescimento transformador f. A. Omento; B. Controle, objetiva 20x .................

64

Xiv



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Tamanho do omento de diferentes espécies adultas em largura e
comprimento (adaptado de LIEBERMANN-MEFFERT; WHITE, 2012) .........ccccc........
Tabela 2. Relacao de anticorpos utilizados em imunohistoquimica de lesdes cutdneas
em ratos com o uso de enxerto omental livre sem anastomose vascular .............cc.cccc.....
Tabela 3. Relacdo de primers utilizados em RT-PCR para avaliacdo da expressao
génica em lesdes cutdneas em ratos com o uso de enxerto omental livre sem
ANASTOMOSE VASCULAT .....eiiiiiiiiiiiiieiiete sttt sttt et sbe et et saeen
Tabela 4. Frequéncia de observacdes na avaliagdo microscopica de cicatrizagdo
cutanea em ratos tratados com enxerto omental livre, sem anastomose vascular, em
COMPAragao COm ZrUPOS CONLIOLE ....uvruiriieiiiiieieeie ettt ettt sttt e e e nees
Tabela 5. Resultados da avaliagdo estatistica pelo Teste de Mann-Whitney de
comparagdo entre caracteristicas histopatoldgicas na cicatrizagdo de feridas cutaneas

de ratos saudaveis, com e sem o uso de enxerto omental sem anastomose vascular .......

42

43

51

XV



LISTA DE ABREVIACOES, SIGLAS E SIMBOLOS

% - porcentagem

a-Sma - a-Actina de musculo liso

pm — micrometro

ADP - Adenosina difosfato

AEC - 3-amino-9-etilcarbazol

cDNA - DNA complementar

cm — centimetro

CTAP - Peptideo ativador de tecido conjuntivo
CTGF - Fator de crescimento de tecido conectivo
DAB - 3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloreto

DSVP - Plexo venular superficial profundo

ELISA - Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica/Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EROS - Espécies reativas de oxigénio

FALC - Fat-associated lymphoid cluster

FGF - Fator de Crescimento de Fibroblastos

FIOCRUZ — Fundagao Oswaldo Cruz

GAG - Glicosaminoglicanos

GM-CSF - Fator Estimulador de Colonias de Granulocitos e Macrofagos
HE - Hematoxilina-Eosina

HKG — Gene housekeeping ou gene de referéncia ou de controle interno
IBEx — Instituto de Biologia do Exército

IFN — Interferon

IGF — Fator de crescimento semelhante a insulina

IH — imunohistoquimica

IL — Interleucina

ILC - células linfoides inatas

iNOS - Oxido nitrico sintase induzida

KGF - Fator de crescimento de queratindcitos

L —litro

LPS — Lipopolissacarideos

MEC - Matriz extracelular

miRNA - Micro RNA

mm — milimetro

Xvi



MMP- Metaloproteinases de matriz

mRNA - RNA mensageiro

MS - milky spots

nm — Nanometro

NO - Oxido nitrico

NOS — Oxido Nitrico Sintase

OC - Células omentais

pb — Pares de bases

PCR - Reacdao em Cadeia de Polimerase

PDGF - Fator de crescimento derivado de plaquetas
PRP - plasma rico em plaquetas

SAP - Plexo arterial superficial

SPARC - Proteina secretada 4acida e rica em cisteina
TBS — Tampao fosfato-salino

TGF — Fator de crescimento transformador

TIMP - Inibidor tecidual de metaloproteinases
TNF - Fator de necrose tumoral

t-PA - Ativador do plasminogénio tecidual

u-PA - Ativador do plasminogénio do tipo uroquinase

UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

VEGTF - Fator de crescimento de endotélio vascular

Xvil



SUMARIO

1 INTRODUGQCAQ ..uueeeererrrrnrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssasses 01
2 REVISAO DE LITERATURA .....couoeeerrresnerssesssesesssssssssssssssssssssesssssssssessssssene 03
2.1 A PERIE cueennirnneiteccnecnnenntennissnnesnesssaesssessniesstsssstssssssssssssssssssssassssesssssssassssasanses 03
2.2 Cicatrizacao e Regeneracio Tecidual 05
2.2.1 Fase INflamatOria ........coeevuerienieriinienieeie ettt sttt 06
2.2.2 Fase proliferativa ou fibroblastica ...........ccccceuiieriiieriieeieceieecee e 10
2.2.3 Fase de maturacdo ou de remodelamento .............ccccvevieeiiiiiiiiiiiie e 13
2.3 OIMICNLO c.cuueeenerinecsueecsaenssnecssenssancssnsssassssesssassssasssassssesssassssasssassssesssssssassssassssasssase 15
2.3.1 Anatomia, histologia € fiSI0lOZIa ......ccueeruieeiiieiieiieeieeeee e 16
2.3.2 USO €M CITUTZIAS ..eeeeuvreeeeireeeirreesireesseeensseeessseesssseesssseesssseessssesssssesssssesssseeesnsees 24
2.3.2.1 Retalhos omentais (pediculados) ........cccveeeriiieriieeiiiecieeee e 26
2.3.2.2 Enxerto omentais (N30 pediculados) ........ccoceeviiiiiieniieiieiieeieeeee e 30
S OBIETIVOS ..uuiiiititinniceisniissecssissnessisssissssssesssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassssssss 34
3.1 ODJetivo Geral .....uuueeiiciicnniicsisnnicnssssnnecssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 34
3.2 Objetivos Especificos 34
4 MATERIAL E METODOS ....ccuuiuiuneinesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 35
4.1 Apreciacao Bio€tica .......ccuveeecvverisscercssnrcssnnrcscnnecsens 35
4.2 Animais e Local do EXPerimento .......cccccceeeersvnercnsssnreccsssassecssssssssssssssssssssnnnns 35
4.3 Grupos EXperimentais ......ccccceeeveerecsssnreccsssnnscsssssnsesssssssesssssasssssssssssssssssssssssssans 35
4.4. Producio da lesdo cutianea, coleta e implantacido do omento ..........cccceeeunee. 36
4.5 EULANASIA uueeeueiieeiinecsenssenisnessnecssesssscsssnesssesssessssssssessssssssassssssssassssssssassssssssassnns 38
4.6 AVALIACOES ..ccovvircrrnneransiiiccsssscssnsssssscessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasass 38
4.6.1 Analises “ante-MOTtEIM™ .......cccuiiiuiiriiiiiiieeieeriie ettt ettt 39
4.6.1.1 ANAlISE MACTOSCOPICA ...veeuvieeiieniieeiieeiieeteeeteesteeeteesteeebeesteeeseesseeesseensaesnseas 39
4.6.1.2 Andlises MOTfOMELTICAS .....coueeruiriiriiiiieieiie ettt 39
4.6.2 Analises “POSt-TMOTIEIM .......ccceieririeeriieeiiieeiieeesteeesteeeseeeesreeesareessseeensseeennes 40
4.6.2.1 Avaliagao histopatolOICa .........eevcuiiiiiiiieiiiie ettt e 41
4.6.2.2 IMUNONISTOQUIMIICA ....vvieuiieeiiieiieeiieeiie ettt ettt et eebeeseaeebeesnee e 41
4.6.2.3 Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR) .........cooovieeiiiiiiiiiiicceeceece, 43
4.6.3 ANALISE ESLAtISTICA ..euveiutieiiiieiieiie ettt e 45
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ccereeerreesrssesnssssssssssnssssssssssssssssessssssessesessses 46
5.1 Avaliacdes Macroscopicas e Morfométricas .. 46
5.2 Avaliacoes hiStopatolOZICas ........ccovveeervrrirsricssnnicssnnissssressssnesssnessssnsssssscssssscnns 50

xviii



5.3 PCR e Imunohistoquimica 58

5.3.1 COLAZENO ..ottt et sttt et e et e st e e e e nbeeseeeaaaens 58
5.3.2 Fatores de CTESCIMENTO ....ccueerueieiieriiietieeiieeiee ettt te ettt st e bt e sieeeseeesaaeenieeeas 60
5.3.2.1 Fator de Crescimento de Endotélio Vascular (VEGF) .......cccccoeeevviiivennnenn. 60
5.3.2.2 Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF) .........ccccooeeiiiiiiiiciiieieece, 62
5.3.2.3 Fator de Crescimento transformador B (TGF-B) .....ccccooovieiiiniiiiiiiiieieeie 63
6 CONCLUSOES 68
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooueueumncnnscnsscnsssnssssnssesssssssssssssssssens 69

ANEXOS cooorretrininntentensnesssnsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 81



1 INTRODUCAO

A pele exerce fungdes consideradas vitais para os animais, tais como protecdo
mecanica contra a entrada de microrganismos, a regulacdo térmica, protecao contra a perda
corporea de agua, eletrolitos e macromoléculas, fornece ainda informagdes sensoriais,
promove a sintese de vitamina D3, entre outras. As afec¢des cutidneas passiveis de intervengao
cirargica sdo frequentes na rotina veterinaria e constituem um desafio para o profissional, pela
elevada ocorréncia de complicagdes. Outro fator a ser considerado € que tratamentos
cirtirgicos em outros sistemas acabam por promover lesdes cutaneas para a realizacao do
acesso cirurgico.

O processo cicatricial envolve ampla gama de eventos celulares e moleculares, nao
ainda completamente elucidados, que ocorrem de forma simultanea e cooperativa, com a
finalidade de promover a reconstru¢do tecidual e a preservacao do meio interno. Este processo
de cicatrizagdo envolve eventos inflamatérios, de proliferagdo tecidual ou granulacio,
deposi¢do de matriz extracelular, remodelamento e epitelizagdo do local traumatizado.

Desde o século XIX, o omento maior vem sendo utilizado em diversos procedimentos
cirtirgicos, na medicina e na medicina veterinaria, na forma de enxertos pediculados ou livres,
com ou sem anastomose vascular, em cirurgias variadas, como em enfermidades
gastrointestinais, vasculares, 0sseas e reconstrutivas. Atualmente, técnicas menos invasivas
tém sido propostas para pacientes veterinarios e a aplicagdo cirirgica do omento tem se
tornado uma opg¢ao terap€utica aos retalhos cutaneos e musculos-cutaneos, sendo cada vez
mais importante pelos resultados obtidos.

As caracteristicas do omento em uma ferida cirtirgica sdo conhecidas ha muito tempo
e incluem aumento na vascularizacao local, com consequente aumento na tensdo de oxigénio
e dos niveis de fatores humorais locais, além de aumento do niimero de células fagociticas no
foco da lesdo. A presenca de células omentais, com capacidades pluripotenciais, uma vez
ativadas por estimulos inflamatdrios ou por corpos estranhos, vem ganhando destaque nas
pesquisas com o uso do omento em cicatrizagdo em diversos tecidos, desde feridas cutaneas e

até mesmo em sistema nervoso.



A técnica cirtrgica com omento pediculado, no qual ¢ mantido o suprimento vascular,
ou seja, com formagdo de pediculo, apresenta algumas limitagdes quanto a distancia do local
da ferida a ser manejada, assim como maior dano ao paciente, seja pela criagdo de tunel
subcutaneo para a passagem do pediculo ou pela necessidade de abertura da cavidade
abdominal, muitas vezes em mais de um local. A possibilidade de enxertos omentais livres,
com resultados similares aos enxertos pediculados, abre possibilidades de uso mais extenso na
rotina veterinaria, com manejo de feridas de dificil cicatrizacao.

Os enxertos de pele em medicina veterinaria apresentam dificuldades de incorporacao
com variagdes entre as espécies. O presente projeto se justifica pela investigacdo da eficacia
do enxerto omental livre sem anastomose vascular na cicatrizagdo e sua viabilidade, levando-
se em conta seus efeitos benéficos relatados na literatura, como aumento da vasculariza¢ao
local, dos fagocitos e dos fatores de crescimento locais. A possibilidade real de utilizagdo da
técnica proposta em ferimentos de grande extensdo ou de cicatrizacdo complicada, seja pela
presenga de infecg¢do, suprimento sanguineo deficiente ou excesso de tensdo na ferida, reforga
a justificativa da realizacao do estudo.

A ciéncia evoluiu e novas técnicas diagnosticas se tornaram mais acessivelis,
permitindo quantificar a presenca de células e moléculas importantes na resolucdo de uma
ferida. O trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do enxerto de omento livre sem
anastomose vascular na cicatrizacdo cutdnea de ratos, por meio de suas caracteristicas

macroscopicas, morfométricas, celulares e moleculares nas areas lesionadas.



2 REVISAO DE LITERATURA

A sobrevivéncia requer a elimina¢do de agentes infecciosos e tecidos lesados, assim
como corpos estranhos, através de mecanismos inflamatorios envolvendo vasos sanguineos,
mediadores inflamatorios e células do hospedeiro, com a finalidade de eliminar os agentes
agressores e reparar o local.

O reparo de feridas ¢ um dos processos bioldgicos mais complexos que ocorrem
durante a vida dos organismos, mobilizando varias vias que devem ocorrer a0 mesmo tempo
para que haja sucesso na resposta. Em mamiferos adultos, a capacidade regenerativa ¢
limitada, havendo a tendéncia a formacdo de cicatriz, tecido fibroso e nao funcional, em
substitui¢do ao tecido original. Em contraste, tecidos fetais ou organismos menos complexos
possuem capacidades regenerativas em que tecidos lesionados podem voltar a ser funcionais,
sem formacdo de tecido fibrotico. O melhor conhecimento destes processos de reparo e
regeneragao podem viabilizar novos tratamentos e melhores resultados na pratica da medicina
veterinaria.

Independente do agente agressor e do tecido injuriado, os mecanismos de cicatrizacao
sdo os mesmos, com uma fase inicial que envolve a formagdo de coagulacdo sanguinea,
seguida de inflamagdo e de proliferagao tecidual, com uma fase final de remodelagao, o que
permite a extrapolagdo dos resultados obtidos em feridas cutdneas para os demais tecidos. O
processo de reparo tecidual ¢ bem descrito ao nivel histologico, mas os genes que regulam o
reparo estdo sendo identificados, através das expressoes de seus fatores de crescimento e

citocinas.

2.1 A Pele

A pele recobre a superficie do corpo, sendo constituida por uma por¢ao epitelial de
origem ectodérmica, a epiderme e uma por¢ao conjuntiva de origem mesodérmica, a derme,
que se mantém distintas por uma membrana basal. Abaixo e em continuidade com a derme,
encontra-se a hipoderme ou tecido subcutaneo, que ndo faz parte da pele, apenas lhe serve de

unido com os 6rgaos subjacentes, sendo um tecido conjuntivo frouxo que pode conter muitas

células adiposas, constituindo o paniculo adiposo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).



A pele ¢ um 6rgdo protetor e fornece fungdes vitais como modulagdo de temperatura,
regulacdo de umidade, bem como sensagdo, recep¢do e transmissdo. A capacidade de reparar
e regenerar ¢ fundamental para essas fungdes. O reparo de feridas ¢ uma série coordenada de
fases que tém tipos de células previsiveis e preparagdes de microambiente (CHILDS;
MURTHY, 2017).

A epiderme ¢ constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado no qual
podem ser identificadas cinco camadas diferentes: camada ou estrato basal também designado
como estrato germinativo, responsavel pela manuten¢do da espessura constante da pele;
camada ou estrato espinhoso composto por queratindcitos que apresentam prolongamentos
citoplasmaticos de tonofibrilas de queratina; camada ou estrato granuloso responsavel pela
funcdo de barreira hidrica da pele formada por queratinocitos contendo granulos de
queratoialina e corpos lamelares; camada ou estrato licido presente somente na pele espessa
(palma das maos e planta dos pés) e camada ou estrato corneo. Além dos queratinocitos,
também sdo encontrados na epiderme outros tipos celulares como melandcitos, células de
Langerhans e células de Merkel. Por sua vez, a derme pode ser dividida em duas camadas sem
uma area de transi¢do caracteristica: a papilar que esta logo abaixo da membrana basal da
epiderme e a reticular localizada mais profundamente (GARTNER; HIATT, 2007).

A pele ¢ um dos maiores 0rgaos, alcangcando 16% do peso corporal, e desempenha
multiplas func¢des. Gragas a camada queratinizada da epiderme, o organismo ¢ protegido
contra desidratagdo ¢ atrito. Por meio de suas terminagdes nervosas sensoriais, recebe
constantemente informagdes sobre o ambiente e as envia para o sistema nervoso central.
Gragas a seus vasos sanguineos, glandulas e tecido adiposo, colabora com a termorregulacio
do corpo. Suas glandulas sudoriparas participam da termorregulacao e da excre¢do de varias
substancias. A melanina produzida e acumulada na epiderme tem fungao protetora contra os
raios ultravioleta. Na pele, se forma vitamina D3 pela a¢do da radiacdao ultravioleta do sol
sobre precursores sintetizados no organismo. Apresenta ainda células do sistema imune, que
atuam contra a invasdo de microrganismos. A juncdo entre a epiderme e a derme ¢ irregular.
A derme tem projecdes, as papilas dérmicas, que se encaixam em reentrancias da epiderme, as
cristas epidérmicas, aumentando a coesdo entre essas duas camadas. Pelos, unhas e glandulas
sudoriparas, sebaceas e mamarias sdo estruturas anexas da pele (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

A matriz extracelular (MEC) da derme contém dois principais constituintes, com o

colageno fibrilar sendo responsavel pela forca mecanica e os glicosaminoglicanos (GAG) que
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contribuem para a hidratagdo, que por possuirem carga negativa, atraem cations,
principalmente o sédio, que acaba por carrear moléculas de dgua para a derme (SCOTT;

GHAHARY; TREDGET, 2000).

2.2 Cicatrizacdo e Regeneragao Tecidual

A capacidade autorregenerativa ¢ um fendmeno universal em organismos vivos e
ocorre de duas formas, seja pela regeneragdo com a recomposicao da atividade funcional do
tecido ou pela cicatrizagdo com restabelecimento da homeostase do tecido com perda da sua
atividade funcional e formacdo de cicatriz fibrotica. Danos tissulares de qualquer natureza
(fisica, quimica ou biolégica) desencadeiam de imediato uma série de eventos que se
manifestam pelos sinais flogisticos, como dor, calor, rubor e tumor. Estes sinais resultam da
ativacdo de células nervosas, estromais, vasculares e circulatorias por estimulos fisicos ou por
sinalizacdo quimica, feitos por estruturas celulares danificadas, fragmentos de coldgeno,
elastinas, fibronectina, por proteinas séricas extravasadas e a¢do de mediadores inflamatdrios
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

A pele ¢ o 6rgdo no qual a cicatrizagdo ¢ mais facilmente observada, tanto pela
extensdo quanto pela superficialidade, por isso vem servindo de ponto de partida para estudo
dos fenomenos de reparacao ao longo da pesquisa médica. A cicatrizagdo de feridas ¢ dividida
em fases bem descritas com base em estudos microscopicos, que se sobrepdem e possuem
caracteristicas e duracao variadas, de acordo com fatores relacionados com o agente
traumatico, a area atingida e a resposta organica (SILVA, 2012).

Os mamiferos mantiveram grande parte da maquinaria molecular utilizada por
organismos como os anfibios, mas seu potencial regenerativo ¢ limitado. Em parte, isso
parece resultar da rapida interposicao do tecido fibrético, o que dificulta a posterior
regeneragdo tecidual. Por exemplo, quando a medula espinhal de ratos ¢ lesionada, os
neurdnios comegam a crescer, mas as células gliais no local da lesdo estimulam a formagao de
cicatriz, evitando a recuperacdo. No entanto, se a medula espinhal de rato ¢ seccionada e a
formacdo de cicatrizes dificultada, os neuronios podem voltar a se reconectar. Esta rapida
interposicao de tecido cicatricial provavelmente confere uma vantagem de sobrevivéncia,
impedindo que microrganismos invadam a ferida e inibe a deformag¢do mecanica de tecidos,
um processo que poderia agravar a injuria inicial (GURTNER et al, 2008).

A resolucdo de lesdes pela fibrose, em vez da regeneracao, coloca um enorme fardo na

saude publica em medicina humana. O custo econdmico total das doencas resultantes da



fibrose ¢ dificil de calcular com precisdo, mas ¢ da ordem de dezenas de bilhdes de dolares.
Importante ressaltar que a cicatrizagdo disfuncional geralmente causa incapacidade ao longo
da vida, o que tem um impacto econdmico significativo. Assim, se os processos de resolugao
fibrotica puderem ser transformados em regenerativos, nos quais os tecidos originais sejam
restaurados, isso melhoraria consideravelmente a satde. Uma hipotese principal é que o
sistema imunologico estd envolvido na mudanca entre regeneracdo e cicatrizacdo fibrotica,
porque os fetos humanos, que se curam sem cicatriz, possuem sistemas imunes imaturos
(GURTNER et al, 2008).

Estudos aprofundados sobre os processos bioquimicos da reparacao tecidual mostram
que importantes grupos de substancias (citocinas e fatores de crescimento), produzidas e
liberadas ap6s a instalacdo de uma lesdo e durante as diferentes fases de sua reparagdo,
estimulam ou inibem a atividade de varios tipos celulares, de forma complexa e orquestrada,
quando o ambiente ¢ favoravel, como niveis adequados de oxigénio, nutrientes e pH (SILVA,
2012).

A sinalizagdo e comunicagdo para haver a cicatrizagdo sao realizadas por muitos tipos
de células interagindo entre si € o balango de varias citocinas pré e anti fibroticas possui
impacto significativo no resultado final. A complexa rede de sinaliza¢do atua em receptores
de superficie e também intracelulares, influenciando a interacdo e o comportamento celular no
foco da ferida (KWAN; TREDGET, 2017).

A melhor forma de cicatrizacao de uma ferida cutanea ¢ por primeira intengdo, que ¢
definido como fechamento direto da ferida apds a lavagem e debridamento, indicado e
preferido para feridas limpas, incluindo feridas cirtrgicas e feridas contaminadas que foram
debridadas e tém menos de 6 horas, mediante sutura cirtirgica, o que deve ser realizado o mais
rapidamente possivel apds a lesdo. As limitagdes deste procedimento incluem localizagdo da
ferida, em que seja possivel a aproximagdo das margens, entretanto feridas amplas e
profundas normalmente ndo possibilitam o fechamento primario, devendo ocorrer a
cicatriza¢do por segunda inten¢do, definida como fechamento apos a formacao de tecido de
granulacdo e mais comumente usada para feridas contaminadas. Ocorre de forma lenta e mais
susceptivel a complicagdes, como infeccdo e formagao de tecido de granulagcdo exuberante

(SOUZA et al, 2014; KIRPENSTEIIN; HAAR, 2013).

2.2.1 Fase Inflamatoéria



O evento inicial quando ocorre uma ferida ¢ a formagao de um tampao plaquetério que
limita o sangramento e inicia a sinalizacdo de citocinas. Imediatamente apds a lesdo inicia-se
a primeira fase (inflamatéria) do reparo tecidual com ativacdo da cascata de coagulagdo,
atividade do sistema complemento, assim como, pela liberagdo de fatores de crescimento e
citocinas, para promover a amplificagdo e recrutamento de células para o debridamento de
tecido nao viavel (CHILDS; MURTHY, 2017).

A resposta inflamatoéria pode ser subdividida em resposta vascular e celular. Na
resposta vascular, a hemostasia ¢ o primeiro passo para a cicatrizagdo € consiste no
desenvolvimento de um codgulo de fibrina e no processo de coagulacio (SCHAFFER;
WITTE; BECKER, 2002). Componentes da cascata de coagulacdo, vias inflamatorias e
sistema imunologico sdo necessarios para evitar perdas continuas de sangue e fluidos, para
remover os tecidos mortos e desvitalizados e para prevenir a infeccdo (GURTNER et al,
2008).

As plaquetas sdo as primeiras a chegarem ao local da lesdo e uma vez expostas e
ativadas pela matriz extracelular lesionada, liberam diversos mediadores como serotonina,
adenosina difosfato (ADP) e tromboxano A2 e proteinas de adesdo como fibronectina,
trombospondina, além de fator VIII de Von Willebrand. Esses mediadores juntamente com a
trombina ativam a conversdo do fibrinogénio a fibrina que compde a matriz provisoria,
promovem a agregagdo plaquetdria, a secre¢do e a formagdo do tampdo de plaquetas
interrompendo assim o sangramento. O tecido danificado tambem participa ao liberar uma
lipoproteina conhecida como fator tecidual, que ativa a via de coagulacdao extrinseca. Os
monocitos ativados e as células endoteliais expressam esse fator tecidual na sua superficie e
participam da coagulacdo. A formagdo de fibrina insoluvel a partir de fibrinogénio soluvel
promove a formag¢ao do coagulo sobre a lesao (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

A matriz provisoria, formada inicialmente por plaquetas agregadas e proteinas de seus
granulos, proteinas da matriz extracelular e do sistema de coagulacdo, servira de alicerce para
a migracdo celular, tanto a partir da circulacdo quanto das regides adjacentes a lesdo.
Embebidos nessa matriz, ha um gradiente de moléculas com propriedades quimioatrativas
com concentragao crescente em direcao a lesdo e que orienta o sentido da migragao celular. A
vasodilatacdo local diminui a forca de arraste sobre as células circulatorias, que juntamente
com a expressdao de moléculas de adesdo nas células endoteliais, permitem a ancoragem e

migracao de células inflamatoérias para o foco (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).



As plaquetas também influenciam a lesdo por liberar fatores quimiotaticos e fatores
que estdo relacionados com a cicatrizagdo como o fator 4 de plaquetas, peptideo ativador de
tecido conjuntivo (CTAP-III), Fator de Crescimento Transformador (TGF) a e B que facilitam
o recrutamento de células inflamatdrias, factor de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
que estimula a proliferacdo e a quimiotaxia dos neutrofilos, macrofagos, fibroblastos e células
musculares lisas para o local da lesdo (BARRIENTOS et al, 2008).

A quimiotaxia de células inflamatérias para a area danificada ¢ mediada por
substancias liberadas por células como mastocitos, entre estas substancias estdo o fator de
necrose tumoral (TNF), histamina, proteases, leucotrienos e citocinas, assim como por fatores
de crescimento como PDGF e TGF-B. Estes mediadores inflamatdrios liberados no local
lesionado irdo promover vasodilatagdo, favorecendo a diapedese de leuctcitos e
extravasamento de liquido. Peptideos derivados de fibrinogénio, produtos da degradagao da
fibrina, mas também restos celulares, tais como material nucleico ou ATP, assim como
produtos bacterianos promovem atracdo dos leucdcitos, sendo que ha predominancia inicial
de neutrofilos e posterior de macrofagos no foco inflamatério (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006).

Os neutrofilos sdo atraidos e aprisionados no plugue de plaquetas em resposta ao
PDGF e também fornecem uma citocina pré-inflamatoria chave, a interleucina-1 (IL-1), que
possui duplo efeito, como uma citocina pré-inflamatoria e um estimulo para a proliferagdo de
queratinocitos (CHILDS; MURTHY, 2017).

A participagao de neutrofilos na fase inicial da lesao se da por meio da fagocitose de
debris celulares, de microrganismos patogé€nicos presentes na lesdo e remoc¢do de corpos
estranhos, além da secre¢do de colagenase e de vdarias substidncias antimicrobianas como
espécies reativas de oxigénio (EROS), peptideos catidnicos e proteases. As fases posteriores
do reparo tecidual também sao influenciadas pelos produtos liberados por neutrédfilos, uma
vez que EROS estimulam a angiogénese e a fibroplasia (SCHAFFER; WERNER, 2008).

Os macrofagos sao considerados as células reguladoras mais importantes na reacdo
inflamatéria, por modularem a resposta local, ao sintetizarem mediadores como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e 6xido nitrico (NO), fagocitarem neutréfilos e debris teciduais
remanescentes e liberarem fatores quimiotaticos como TGF- para a migracdo de fibroblastos
e células endoteliais, mas também de queratindcitos, promovendo indiretamente, portanto, a
formacdo de matriz extracelular e a re-epitelizacdo (figura 1). Outras importantes substancias

presentes no foco inflamatorio e secretadas pelos macrofagos sio PDGF, o fator de



crescimento fibrobléstico (FGF), e o fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) (LI;

CHEN; KIRSNER, 2007).

Fase Inflamatéria (dia 3)

Gordura

Figura 1. Ferida cutanea trés dias apds a lesdo. Os fatores de crescimento considerados necessarios
para o movimento celular na ferida sdo mostrados: TGF - fator de crescimento transformador; TNF —
Fator de Necrose Tecidual; FGF - Fator de crescimento de fibroblastos; VEGF - Fator de crescimento
endotelial vascular; PDGF - fator de crescimento derivado de plaquetas; IGF - fator de crescimento
semelhante a insulina e KGF - fator de crescimento de queratindcitos (adaptado de SINGER; CLARK,
1999).

Apos dois a trés dias da lesdo, os monocitos aparecem na ferida e se diferenciam em
macrofagos. Considera-se que os macrdfagos sdo cruciais para coordenar eventos posteriores
na lesdo, mas a importancia dos neutrdfilos e dos macréfagos no reparo da ferida ndo ¢
completamente compreendida. Na auséncia de ambos os tipos de células, o reparo de feridas
pequenas ainda pode ocorrer e a resposta de cicatrizagdo ¢ ainda menor (GURTNER et al,
2008).

Mondcitos participam do esforco de coordenagdo entre o sistema imune inato e
adaptativo, fagocitam debris, secretam citocinas e proteinas de remodelacdo da matriz e
produzem fatores de crescimento, podendo expressar marcadores de superficie que
distinguem multiplas subpopulagdes, com espectro inflamatorio (classico) a anti-inflamatorio

(alternativamente ativado, ndo classico ou residente), com cada subpopulacio respondendo a
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distintas quimiocinas. Nos tecidos, podem persistir como monocitos, repolarizar para uma
subpopulacdo distinta ou ainda se diferenciar em macrofagos, sendo proposto que sdo
recrutados como monodcitos inflamatorios, entdo convertem-se em mondcitos anti-
inflamatoérios e subsequente para macrofagos (OGLE et al, 2016).

Assim como mondcitos, macroéfagos apresentam diversidade funcional descrita como
inflamatoria (M1) a anti-inflamatéria (M2), de acordo com as mudangas no microambiente,
podendo ser polarizado para um fenotipo M1 por citocinas como IFNy, TNFa, estimulo
microbiano como LPS, o que induz a producdo de vérias citocinas inflamatérias, espécies
reativas de oxigénio e fatores de crescimento como VEGF e FGF2. Macrofagos M2, também
conhecidos como alternativamente ativados, podem ser polarizados por IL-4, IL-13, passando
a secretar FGF, com consequente deposicao de MEC e fechamento da ferida, contribuem para

a supressao da inflamacao pela secre¢ao de IL-10 (OGLE et al, 2016).

2.2.2 Fase Proliferativa ou Fibroblastica

A fase fibroblastica ou de proliferagao, considerada a segunda fase do processo de
reparagao, ocorre dois a dez dias apos a lesdo e ¢ caracterizada pela migracao e proliferacao
celular, pelo aumento do nimero de fibroblastos ativados para a produ¢do de colageno no
local. Essas células sdo os principais componentes do tecido de granulagdo e apds a influéncia
de fatores de crescimento e demais mediadores, derivados principalmente, mas nao
exclusivamente de macrofagos, sao ativados e migram das margens da ferida para o seu
centro. O tecido formado ¢ edematoso e fragil, composto por matriz frouxa de fibronectina,
acido hialurdénico e coldgeno tipos I e III. A neovascularizagio ¢ essencial nesse estagio por
permitir troca de gases e nutricio de células metabolicamente ativas (ECKERSLEY;
DUDLEY, 1988).

A restauracao do epitélio comeca precocemente no processo de cicatrizacdo, mas nao ¢
facilmente perceptivel até varios dias apds a lesdo. A epitelizagdo restabelece a barreira
externa que minimiza as perdas de liquidos e a invasdo bacteriana. O processo de epitelizagdo
comeca com espessamento da epiderme ao longo das bordas da ferida, onde os
hemidesmossomos que unem as células sao desfeitos, bem como a laminina da camada basal,
permitindo a migragdo das células epiteliais, facilitada pela expressdo de novas integrinas na
superficie celular. As células epiteliais sdo capazes de secretar metaloproteinases (MMP) para
quebrar a fibrina, facilitando o processo de migragdo celular, que ocorre paralelamente a

orientagdo das fibras de colageno presentes na ferida (MEDEIROS; DANTAS-FILHO, 2016).
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A migragdo e a proliferacdo de células da epiderme adjacente a borda da lesdo
(queratinocitos) ¢ o processo de reparacdo denominado re-epitelizagdo, com formacao de
novo epitélio estratificado e restauracdo da epiderme intacta, assim como da membrana basal,
caso esteja danificada. A migragdo de queratinocitos da epiderme ocorre por haver
modificacdo fenotipica, havendo estimulo para migracdo tanto dos queratindcitos das bordas
das feridas quanto dos oriundos dos foliculos pilosos, que utilizam receptores superficiais
para integrinas para interagir com a fibronectina da matriz provisoria, formando a lingua
migratéria (figura 2). No processo denominado “inibicdo por contato”, hé sinaliza¢do para
que os queratindcitos cessem a migracdo e multiplicagdo ao haver complementagdo da éarea
lesada, levando a que os queratindcitos se reconectem ao substrato adjacente. As células
tronco epidérmicas e as dos foliculos pilosos da pele sa adjacente, servem como reservatorio

de queratindcitos para a cicatrizagdo (LI; CHEN; KIRSNER, 2007; FOSSUM, 2007).

Ee-epitelizacdo e neovascularizagio (dia 3)

Gordura

Figura 2. Ferida cutinea cinco dias apos a lesdo. Vasos sanguineos sdo vistos brotando no coagulo de
fibrina, assim como células epidérmicas ressurgem na ferida. Proteinases consideradas necessarias
para o movimento celular sdo ressaltadas: u-PA - ativador do plasminogénio do tipo uroquinase;
MMP- metaloproteinases de matriz (colagenase 1, gelatinase A, estromelisina 1 e colagenase 3,
respectivamente) e t-PA - ativador do plasminogénio tecidual (adaptado de SINGER; CLARK,
1999).

Diversas citocinas, por exemplo, liberadas pelos macrofagos e fibroblastos estimulam

0 processo de angiogénese, assim como a baixa tensdo de oxigénio, acido latico, proteina
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secretada acida e rica em cisteina (SPARC), o FGF, o TGF-B e o VEGF, que junto com o
fator de permeabilidade vascular exercem atividade sobre as células endoteliais. Destes, o
VEGF ¢ o mais importante ja que ¢ um potente agente mitogénico para as células endoteliais,
induzindo o seu brotamento ¢ a sua migragdo. O VEGF também atua como um fator de
sobrevivéncia para as células endoteliais por induzir a expressdo da proteina anti-apoptdtica
Bcl2. Virios tipos celulares como queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais, bem como
moléculas como oOxido nitrico, sdo capazes de aumentar a expressao de VEGF, além da
hipdxia que € o principal indutor desse fator de crescimento (BARRIENTOS et al, 2008). Por
exemplo, a aplicagdo de VEGF, sozinho em feridas em um modelo animal de diabetes (em
que o reparo de feridas estd desregulado) pode normalizar a cura (GALIANO et al, 2004).

Os capilares em brotamento associados a fibroblastos e macréfagos substituem a
matriz de fibrina por tecido de granulagdo, o que constitui um novo substrato para a migragao
de queratindcitos nos estagios posteriores do processo de reparo. Estes proliferam e restauram
a barreira epitelial. Os reguladores positivos mais importantes da angiogénese sdo 0 VEGF, e
o FGF, (também conhecido como bFGF) (GURTNER et al, 2008).

A angiogénese por brotamento a partir dos vasos existentes na borda da lesdo ocorre
inicialmente poucos dias apds a lesdo, por brotamento de células endoteliais em direcdo ao
foco da lesdo, apds degradacdo da membrana basal, com formagdo de nova rede de capilares,
0 que permite nutricdo e oxigenagao local, migracdo de células inflamatdrias e consequente
formacao de tecido (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Em uma parte tardia da fase proliferativa,
os fibroblastos que foram atraidos das bordas das feridas ou da medula 6ssea, sdo estimulados
por macréfagos e alguns se diferenciam em miofibroblastos. Estes apresentam caracteristicas
contrateis que, ao longo do tempo, aproximam as bordas de uma ferida. Fibroblastos e
miofibroblastos interagem e produzem matriz extracelular, principalmente na forma de
colageno, que, em ultima instancia, forma a maior parte da cicatriz madura. Os
miofibroblastos descritos inicialmente na década de 70 sdo caracterizados por expressarem
proteinas tipicas de células musculares lisas como a a-actina de musculo liso (a-SMa). Pela
sua habilidade de extensdo e retragdo, sao os responsaveis pela for¢a de contragao da lesdo e
pelo aparecimento de contraturas patoldgicas como aquelas observadas nas cicatrizes
hipertroficas (WERNER et al, 2007).

Dunkin e colaboradores (2007) demonstraram através de modelo de ferimento linear
com profundidade progressiva em humanos voluntarios que a mudanga na evolugao cicatricial

¢ dependente do fendtipo de fibroblastos, sendo que a porcao superficial progrediu para

12



regeneracdo enquanto a area mais profunda que 0,56 mm produziu cicatriz, o que foi
correlacionado com caracteristicas dos fibroblastos da derme, que podem ser divididos em
superficiais (papilares) ou profundos (reticulares), com respostas muito diferentes a uma
agressao.

A contracdo de feridas ¢ frequentemente avaliada pelo uso de feridas padronizadas no
dorso de animais ou por fibroblastos in vitro que sdo fotografados e analisados em tempos
variados, entretanto desempenha um papel significativo em animais quando comparados a
humanos, o que limita os estudos interespecificos. H4 duas principais teorias a respeito do
papel de fibroblastos e miofibroblastos na contracdo de feridas, sendo sugerido que a
contragdo ocorra pelo encurtamento de miofibroblastos através da a-actina de musculo liso e
que a MEC ao redor seja entdo remodelada, enquanto que a outra teoria ¢ de que os
miofibroblastos exercem tracao quando se movem pela MEC. Esta ultima teoria ¢ apoiada por
achados que miofibroblastos ndo sdo predominantes na ferida até uma semana depois que a
maior parte da contragdo ja tenha ocorrido. A presenga de citocinas como o TGF- aumenta a

taxa de contracao, enquanto outras como o IFN-a a retarda (PATEL et al, 2012).

2.2.3 Fase de Maturagao ou de Remodelamento

Com a evolucdo do processo de cicatrizagdo, duas a trés semanas apos a lesdo acentua-
se a deposicdo de colageno. A maioria das células desaparece (observa-se a apoptose de
fibroblastos, macréfagos e células endoteliais ou migram da lesao) formando finalmente a
cicatriz. E consenso atualmente, que a resolugdo completa de uma ferida, somente pode ser
considerada depois de concluida a maturacdo e remodelagem da matriz extracelular. Este
processo ocorre lentamente levando muitos meses ou as vezes anos €, mesmo assim, uma
cicatriz cutanea completamente madura possui apenas 80% da resisténcia da pele normal,
caracterizando a fase de remodelamento, ou terceira fase do reparo (figura 3) (BALBINO;

PEREIRA; CURI, 2005).
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Figura 3. Perfil temporal das fases sincronizadas e ganho de forca ténsil na cicatrizagdo de
feridas cutaneas. Deve-se notar que a escala de tempo ¢é sugestiva e depende do tamanho e extensdo da
ferida (adaptado de THEORET, 2008).

O processo de remodelamento envolve etapas sucessivas de produgdo, lise e
orientagdo das fibrilas de colageno, que inicialmente tem sua deposicdo de forma aleatoria,
orientada na organizagdo da fibronectina, assim como da natureza das tensdes aplicadas no
tecido. Essas fibrilas, formadas pela agregacdo de moléculas de coldgeno, sdo rearranjadas de
acordo com as fibras de conjuntivo adjacente e lateralmente ligadas por ligagdes covalentes,
formando fibras maiores de colageno que resultam em uma configuragdo mais regular da
cicatriz. A resisténcia aumenta devido a organizagdo das fibras acompanhar as forgas
mecanicas atuantes no local (CLARK, 1985).

Ao longo de seis a 12 meses ap6s a lesdo, a matriz acelular ¢ ativamente remodelada
sendo composta principalmente de colageno tipo III para uma predominantemente composta
de colageno de tipo I. Este processo ¢ realizado por metaloproteinases que sao secretadas por
fibroblastos, macrofagos e células endoteliais e que fortalece o tecido reparado. Deve-se ter
em mente que o tecido reparado nunca recupera as propriedades da pele ndo integra
(LOVVORN et al, 1999). A fibrina, a fibronectina e outras glicoproteinas sao substituidas
gradativamente por colageno, inicialmente do tipo III e apds a remodelacdo, até 90% da
cicatriz é constituida por colageno tipo I (SCHAFFER; WITTE; BECKER, 2002).

No processo de maturacdo, as fibrilas de coldgeno soluveis se transformam em
colageno insoluvel, altamente resistente. Sdo as ligagdes quimicas covalentes cruzadas as
responsaveis diretas pela maturagdo e ocorrem progressivamente, principalmente nas cadeias
laterais de dois aminoacidos, prolina e lisina, apos sofrerem hidroxilacdo, com formacao de

ligagdes covalentes inter e intramoleculares, sendo indispensdvel a presenga de acido
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ascorbico, oxigénio e ferro, que sdo cofatores da hidroxilagdo da prolina e lisina
(MEDEIROS; DANTAS-FILHO, 2016).

Parece improvavel que o colageno tipo III contribua de forma expressiva para o
aumento da forca ténsil da ferida, por que o grande aumento de resisténcia ¢ observado em
fases tardias da cicatrizagdo, entretanto este tipo de colageno precoce pode ser importante por
estabelecer uma estrutura inicial da ferida e providenciar um arcabougo para os eventos
subsequentes de cicatrizagao (CLORE; COHEN; DIEGELMANN, 1979).

No estudo histopatologico da cicatrizacao de feridas, varios critérios sao considerados
para determinar o nivel da alteragdo histopatoldgica, como profundidade e comprimento da
ferida cicatrizada, estratificagdo epitelial, infiltracdo de leucécitos e macrofagos, fibroblasto,
extensdo da formacao de elastina, sendo o mais importante o coldgeno, que desempenha um
papel dominante na manutencao da integridade estrutural da cicatrizagdo de feridas (SUVIK;
EFFENDY, 2012).

Dada a complexidade do processo de reparagdo de feridas, ¢ notavel que este
raramente se torne incontrolavel e que a transformacao em neoplasia seja um evento incomum
no ambiente da ferida. Para a maioria das lesdes, o reparo resulta em um tecido funcional,
composto de células (principalmente fibroblastos) e matriz extracelular desorganizada
(principalmente coldgeno) que ¢ comumente referida como uma cicatriz (GURTNER et al,

2008).

2.3 Omento

Descrito por Alagumuthu e colaboradores (2006) como um tecido unico,
fisiologicamente dindmico, com imenso potencial terapéutico, o omento possui excepcional
versatilidade e conforme citado pelos autores, de fato, claramente foi colocado no abdomen
por uma razao, sendo descrito como uma grande dobra de peritonio, uma fina membrana
fenestrada com quantidade variavel de deposi¢do de gordura, que desce da curvatura maior do
estbmago como um avental em extensdo varidvel sobre as alcas intestinais e por limitar a
propagacao de infecg¢des intraperitoneais, movendo-se e isolando o local.

O omento ¢ um o6rgdo abdominal, com caracteristicas imunoldgicas e regenerativas,
composto pelo omento maior, omento menor e bursa omental € com uso em cirurgias variadas
(HOSGOOD, 1990). Certos atributos especiais do omento favorecem suas inimeras
aplicagdes na pratica cirargica do dia-a-dia. Tem sido descritas nos ultimos anos fungdes

variadas como marcadas atividades de angiogénese, fibrose, de células tronco e do sistema
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imune, que juntas aceleram a cicatrizagdo de feridas, promovem a neovascularizagdo e
limitam a infec¢do. E um 6rgdo altamente vascular, com rica fonte de fatores angiogénicos
que promovem o crescimento de vasos sanguineos em qualquer tecido que seja colocado
proximo e, ainda, o potente sistema linfdtico do omento pode absorver enormes quantidades
de fluidos do edema e remover residuos metabdlicos e substancias toxicas (MEZA-PEREZ;
RANDALL, 2017; LITBARG et al, 2007; ALAGUMUTHU et al, 2006).

Koppe e colaboradores (2014) relataram o rapido aumento de tumores no tecido do
omento, devido a suas caracteristicas de drenagem e de imunidade da cavidade abdominal,
além do fornecimento de energia pelos adipdcitos em grande escala para atender a demanda
elevada das células metastaticas. Tumores primarios do omento sdo bastante incomuns,
entretanto este 6rgdo ¢ o local mais comum de metastase peritoneal para alguns tumores,
incluindo os gastrointestinais € os carcinomas ovarianos. Assim, o omento ¢ um ambiente
ideal para o crescimento de células tumorais metastaticas, sendo frequentemente removido

como parte das ressecgdes por neoplasias em varios 6rgaos intra-abdominais.

2.3.1 Anatomia, histologia e fisiologia

Derivado de células mesoteliais e conectado ao bago, estomago, pancreas e ao colon, o
omento ¢ um tecido adiposo visceral, com func¢des variadas a serem desempenhadas na
cavidade abdominal, incluindo depdsito de gordura, intensa vascularizagdo local, adesao,
além de papel na imunidade peritoneal (WILKOSZ et al, 2005) e com ampla capacidade de
movimentar pela cavidade abdominal, atenuar e ocluir locais de inflamagdo, caracteristica
descrita ja em 1906 (MORRISON, 1906 apud MEZA-PEREZ; RANDALL, 2017).

O aspecto macroscopico do omento depende da espécie, da idade do individuo, estado
nutricional e seu estado de estimulagdo, como por exemplo, em situagdes patoldgicas. No
homem e em animais, o0 omento tem a mesma textura, revestimento mesotelial e conteudo
celular, com discretos nddulos opacos no tecido transparente. Em neonatos e jovens, o0 omento
possui pouco tecido adiposo, que aumenta conforme a idade. Constituido por uma rede de
trabéculas de tecido conectivo, 0 omento maior recobre todo o intestino € contém uma rede
rica de vasos sanguineos finos com arteriolas e vénulas pareadas que se anastomosam,
passando centralmente na trabécula e formando um sistema de multiplos arcos comunicantes.
Nas malhas entre as trabéculas, finas membranas de tecido conectivo estdo interpostas (figura

4) (LIEBERMANN-MEFFERT, 2000).
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Figura 4. Omento de cdo adulto, constituido de rede de trabéculas teciduais contendo um grande
numero de vasos que formam arcos comunicantes, com quantidade variavel de tecido adiposo
infiltrado a. visdo macroscopica, b. imagem em pequeno aumento (adaptado de LIEBERMANN-
MEFFERT; WHITE, 2012).

Como consequéncia das rotagdes parciais do estbmago em desenvolvimento, o arranjo
original do mesogastrio torna-se alterado. Durante a rotacdo do estdmago para a esquerda, o
mesogastrio dorsal alonga-se e também ¢ atraido para a esquerda, formando uma dobra dupla
em forma de bolsa, envolvendo uma cavidade referida como bursa omental, passando a
ocupar uma posi¢do entre as visceras abdominais e a parede abdominal. Nesta fase de
desenvolvimento, a estrutura, que ¢ referida como o omento maior, consiste de uma folha
superficial e outra profunda, ambas dobras de peritonio, sendo que a bolsa omental comunica-
se com a cavidade peritoneal através de uma abertura, o forame epiploico. O mesogastrio
ventral dard origem ao omento menor (figura 5) (McGEADY et al., 2017).

Os dados anatomicos detalhados sobre o omento canino e felino e seu suprimento
vascular ndo sao amplos como em medicina humana, consequentemente, as técnicas
cirtirgicas usadas nesses estudos exploratorios, bem como aquelas posteriormente aplicadas
em animais de companhia, muitas vezes dependem indevidamente de dados humanos
(DOOM et al., 2016). Em ratos e camundongos, o omento ¢ pequeno e geralmente sobre o
estdmago, em estrutura semelhante a um saco transparente, tendo seus depositos de gordura
periféricos e com grandes areas parecendo avasculares (LIEBERMANN-MEFFERT; WHITE,
2012).
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Mesogastrio ‘\

Figura 5. Vistas ventro-laterais e cortes transversais através da regido abdominal cranial de um
embrido canino. A. Estdmago em desenvolvimento mostrando a posicdo do mesogastrio dorsal e do
mesogastrio ventral. B. Inicio da rotacdo gastrica para a esquerda e posi¢do do bago no mesogastrio
dorsal e figado no mesogastrio ventral. C. Alongamento do mesogastrio dorsal e formacao da bursa
omental. O crescimento do figado no mesogastrio ventral resulta na formagao do omento menor dorsal
ao figado e do ligamento falciforme ventralmente (Adaptado de McGEADY et al., 2017).
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Nos caes, o0 omento maior ¢ notavelmente grande e se estende como uma estrutura
dobrada do estdmago até a bexiga, cobrindo as alcas intestinais ventral e bilateralmente,
originando-se da curvatura maior do estdmago, estendendo-se do fundo gastrico ao piloro e
continuando na parte proximal do duodeno, enquanto a outra por¢ao ¢ fixada ao lobo
esquerdo do pancreas e continua craniodorsalmente para se unir a parede abdominal dorsal. A
borda cranial esquerda da por¢ao bursal ¢ anexada ao hilo do bago, no entanto, a extremidade
ventral do bago permanece desapegada do omento. O omento menor € pequeno e
relativamente simples, abrange a area revestida pelo figado, a curvatura menor do estobmago e
a parte cranial do duodeno e com base no local da fixagdo, subdivide-se no ligamento
hepatogastrico e no ligamento hepatoduodenal, sendo por este a passagem de estruturas como
a veia porta, a artéria hepatica e o ducto biliar comum (DOOM et al., 2016). A tabela 1

demonstra as variagdes inter-espécies no tamanho do omento em relagao ao peso corporal:

Tabela 1. Tamanho do omento de diferentes espécies adultas em largura e comprimento.

Espécie Comprimento Largura Peso Corporal
(cm) (cm) (kg)

Homem 25£11 33+13 -

C3ao 39,7+ 7,0 34,8 £5,0 232+1,2
Gato 248 +6,5 19,5+ 4,1 -
Coelho 7,6 +4,2 10,9+32 2,8+0,8
Cobaia 6,8+1,3 8,0£1,8 0,8+£0,6
Rato 2,8+0,3 52+2,1 0,3+04
Camundongo 22402 2,6+0,2 0,03 + 0,03

* - (adaptado de LIEBERMANN-MEFFERT; WHITE, 2012).

O principal suprimento sanguineo da por¢do bursal ¢ derivado do arco arterial
gastroepiploico. Essa anastomose entre as artérias gastroepiploicas direita e esquerda esta
localizada na parede superficial da porcdo bursal, paralela a grande curvatura do corpo
géstrico e do piloro. As artérias gastroepiploicas tém uma origem diferente, sendo a direita
localizada na regido pilorica e origina-se da artéria gastroduodenal, que € um ramo da artéria
hepatica, enquanto a esquerda origina-se da artéria esplénica, que surge da artéria celiaca e
estd localizada na parede profunda do omento maior, no qual corre paralela ao lobo
pancreatico esquerdo (DOOM et al., 2016). A drenagem venosa ¢ paralela as artérias e

termina no sistema porta (figura 6). Os vasos linfaticos do omento se originam de evaginagdes
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endoteliais, formando uma delicada rede interconectada, que drena para os nddulos linfaticos

subpilorico e esplénico (LIEBERMANN-MEFFERT, 2000).

Aorta Bago V. Cava Caudal __

Eixo Celiaco - — — Artéria Esplénica

" Art Gastroepipldica V. Porta
) Esquenda Veias Gastricas

f Veias Esplénicas
T = Locais de anastomose
== | V. Gastroepipldiea—

AnGastmepiplo]ca -_
Direita

. £ S = Direita
Ramos Gastricos f \T’\\/) 1 | Artéria

V. Gastroepipldica
Esquerda

I | \ _ \  Epipldica V. Mesentérica Sup /
4 \ / \  Esquerda
Artérias 7 ,? Jid J \
Epipldicas a L ~ \ y -_"\,.U \
Direitas — ] 1 4 ] \_, ) =
A [ eias 1
\ 4 5‘ Epipldicas — v
Bifurcagio | " ]1 = Direitas ‘
Marginal "\__ \ ‘*y—_. — !

T e

Figura 6. Nomenclatura, origem e distribuicdo individual das artérias (A) e veias (B) omentais no
homem. O arco arterial gastroepiploico muitas vezes nao ¢ completo (adaptado de LIEBERMANN-
MEFFERT; WHITE, 2012).

O omento possui agregados de leucocitos que se assemelham a foliculos de tecidos
linfoides secundarios, tendo recebido a denominagao de “milky spots” (MS) por sua aparéncia
esbranqui¢ada em meio ao amarelo da gordura do omento, quando descritos pela primeira vez
em 1874, por um anatomista francés (RANVIER, 1874 apud MEZA-PEREZ; RANDALL,
2017). Os MS tém uma ampla faixa individual entre as dimensdes macroscopica e
microscopica, podendo variar no homem entre 0,5 a 3,5 mm2, maior que em animais, onde
variam de 100 um?” a 3,0 mm? (LIEBERMANN-MEFFERT, 2000).

A estrutura do MS ¢ uma colecdo de leucdcitos embebidos em adipdcitos, abaixo da
camada mesotelial. Linfocitos B formam o centro, enquanto que macrdéfagos e células
dendriticas tendem a se acumular ao redor, podendo haver linfécitos T agrupados ao redor dos
vasos ou misturados entre os linfocitos B. Células e antigenos podem passar passivamente
através do fluxo de liquidos ou serem apresentados por células apresentadoras (figura 7)
(MEZA-PEREZ; RANDALL, 2017).

Agregados linfoides similares aos MS foram demonstrados em outros tecidos
adiposos, sendo descritos como grupos linfoides associados a gordura (Fat-Associated
Lymphoid Clusters — FALCs), encontrados em pericardio, mediastino, pleura, mesentério,
entre outros locais. Possuem fungdes similares, entretanto a frequéncia difere, dependendo das

interagdes celulares existentes no local (BENEZECH et al, 2015).

20



(Al Omento de camundongo "Milky Spots"

‘__...--"’

Legenda:
@ LmfocitosB
) Linfocitos T
@ IC
‘ Macrafagos

% Células Dendriticas
s, Cclulas Mesoteliais
Adipocito

S, V3505 SaNZLNE0S

== Vasos Linfiticos
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Figura 7. Estrutura dos “Milky Spots” (MS) no omento. (A) Esquema do omento inteiro em
camundongos. (B) Estrutura do MS que sdo cole¢des soltas de leucdcitos embutidos entre adipocitos
logo abaixo da camada mesotelial. Os linfocitos B formam um cluster central, enquanto os macrofagos
e as células dendriticas tendem a acumular-se em torno do MS e também s3o encontradas
individualmente em todo o omento. Linfocitos T e células linfoides inatas (ILC) podem ser misturados
com as células B ou podem agrupar-se em torno dos vasos sanguineos. Células e antigenos sdo
passivamente coletados da cavidade peritoneal através de fenestragcdes no mesotélio ou pode ser
ativamente transportada por células fagociticas como macrofagos (adaptado de MEZA-PEREZ;
RANDALL, 2017).

O fluido peritoneal ¢ constantemente drenado da cavidade abdominal através do
omento, carregando cé€lulas livres, antigenos e particulas, tendo como resultado, a ativagdo
das células inflamatorias dos MS, no desempenho da fun¢do como filtro, iniciando uma
resposta imune a qualquer antigeno ou patdégeno na cavidade peritoneal. Além disso, o
omento fornece neutrofilos e macréfagos para a cavidade peritoneal, derivados dos “milky
spots”, que viabiliza ambiente e fatores de crescimento para proliferacdo e maturacao destas
células, o que faz com que o omento participe como principal 6érgao de defesa local em casos
de peritonite (figura 8) (PLATELL et al, 2000).

Importante tanto na imunidade inata quanto na adaptativa da cavidade peritoneal, o

omento tem seus MS aumentados de tamanho e nimero em situagdo de resposta inflamatoria

21



a antigenos peritoneais, em que ha rapida migracdo de macrofagos para o omento, seja
induzida por particulas como bactérias, LPS bacterianos ou até estimulos inertes como
polidextrano. A expansao do MS, em torno de 15 a 20 vezes, ¢ acompanhada da producao de
fatores e citocinas, como fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF), que aumentam
de duas a quatro vezes, além da migracdo de células inflamatérias oriundas do sangue

(MEZA-PEREZ; RANDALL, 2017; LITBARG et al, 2007).

Célula Mesotelial

Arteriola
Vénula
Macrofagos Fibroblasto
5 ] Vaso Linfatico
] Linfocito o Terminal

My S50

Adipocito
Plasmaocito

Figura 8. Diagramas ilustram as estruturas ¢ a composic¢do celular de um “milky spot” ativado. Dentro
do “milky spot” e em seus arredores, as células linforreticulares estdo aglomeradas, estando em
contato proximo com o0s vasos sanguineos ¢ linfaticos (A). As lacunas no mesotélio permitem
comunicacdo entre “milky spot” e a cavidade peritoneal (B). Mv - macrofagos ativados migratorios.
Estruturas e células estdo fora de escala (adaptado de LIEBERMANN-MEFFERT; WHITE,
2012).

Huyghe e colaboradores (2015) pesquisaram a estrutura microscopica do omento
canino, relatando ndo terem sido evidentes os agregados de células imunes, conhecidos como
“milky spots”, sendo as demais caracteristicas macroscopicas € microscopicas similares ao
omento humano. Importante ressaltar que os animais utilizados no experimento eram
saudaveis e que limitadas células leucocitarias foram vistas no tecido conectivo de regides
transltiicidas, além de ser virtualmente inexistente nas regides ricas em adipécitos. Descricao
oposta foi feita por Liebermann-Meffert; White (2012), que afirmaram haver numerosos MS

em todas as espécies, com aumento em determinadas condigdes no abdomen, podendo ainda
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haver variacdo individual. A presenca de grandes depdsitos de gordura abdominal, infiltrada
no omento, dificulta sua visualizagao.

Agalar et al (1997) propuseram que a remog¢ao do omento prejudica os mecanismos de
defesa peritoneal. Na peritonite experimental induzida em ratos wistar, descobriu-se que a
omentectomia reduz a sobrevida e influencia uma série de mecanismos de defesa peritoneal,
tais como a contagem total de células intraperitoneais, com diminui¢do principalmente de
macréfagos. H4 também uma redugdo na quimiotaxia dos neutrofilos, embora sua atividade
fagocitica apareca inalterada.

Pesquisadores mostraram que células do omento podem ser ativadas na presenca de
corpos estranhos injetados na cavidade peritoneal de ratos e que ha aumento de tamanho e na
massa do omento, com predominio de células nao adiposas. Estas células estromais sao ricas
em fatores de crescimento como FGF ¢ VEGF e expressam marcadores de células-tronco,
sugerindo fortemente a habilidade potencial do omento de regeneracgdo tecidual. Ao entrar em
contato com o corpo estranho, o omento se expande rapidamente para encapsular o objeto
como se para proteger os o0rgaos internos adjacentes. (LITBARG et al, 2007). Estes fatores de
crescimento favorecem o processo de neovascularizagdo, o que permite que o omento forneca
suporte vascular aos tecidos isquémicos ou inflamados, restaurando suas fungdes ou sua
cicatrizacdo (PLATELL et al, 2000).

Mais pesquisas revelaram que o aumento da perfusdo vascular no local do enxerto
omental se deve a niveis elevados de VEGF e possivelmente também a presenca de FGF.
Quando incubados em hipdxia, o tecido omental aumenta a quantidade de VEGF, que ¢
conhecido por desempenhar um papel significativo na angiogénese, ajudando a corrigir a
hipoperfusdo do tecido realocado. O implante de omento em modelos de ratos demonstrou
também a angiogénese mediada por FGF. A angiogénese ¢ importante para a sobrevida e o
tecido omental tem bases moleculares para essa revascularizacdo (MAZZAFERRO et al.,
2017).

Shah e colaboradores (2012) propuseram que o omento ¢ mais que um agrupamento
de adipocitos associados com orgdos linféides secundarios, funcionando mais como um
potente Orgdo imunorregulatério, por demonstrarem que células omentais (OC) ativadas
podem suprimir a proliferacdo de linfocitos T, sendo denominadas Células Supressoras
Derivadas Mieloides (MDSC).

Além da supressio promovida pelas MDSC, a presenga de células-tronco

mesenquimais (MSC) modulam o local de inflamagao, através da secre¢ao de varios fatores,
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incluindo alguns com propriedades imunossupressoras, além de fornecerem um
microambiente regenerativo para tecidos lesionados limitarem a 4rea de dano e montarem

uma resposta regenerativa (SHAH et al, 2012).

2.3.2 Uso em cirurgias

Materiais biologicos, empregados como curativo oclusivo, tém sido recomendados por
varios investigadores por possuirem propriedades antibacteriana e analgésica, por acelerarem
a formacao de tecido de granulagdo e epitelizacao e propiciarem barreira a invasao bacteriana,
caracteristicas admitidas como benéficas para a cicatrizagdo (PREVEL et al. 1995 e SAI;
REDDY; BABU, 1995).

Anatomicamente, 0 omento € o seu arranjo vascular possibilitam que sejam alongados
em um pediculo vascular, exteriorizado ou utilizados livres com o uso de técnicas
microvasculares para varios procedimentos intra-abdominais e extra-abdominais. O
suprimento arterial ¢ venoso ao omento ¢ derivado dos ramos dos vasos gastroepipldicos
direito e esquerdo ao longo da curvatura maior do estdbmago e sua utilizagdo, juntamente com
o desprendimento do omento do colon transverso, permite o desenvolvimento de um retalho
pediculado omental vascularizado em humanos (ALAGUMUTHU et al, 2006).

O uso mais comum do omento ¢ como um complemento a cirurgia gastrintestinal, em
que ¢ frequentemente utilizado em torno dos locais de anastomose, pois preenche pequenos
espagos entre as suturas e fornece uma boa fonte de vascularizacdo e células inflamatorias
para o reparo. Vazamento anastomoético € a complicagdo mais temida na cirurgia do trato
digestivo, principalmente em es6fago, mas também reduz a hemorragia intra-abdominal e
infec¢cdo em 6rgaos como bago e figado (ALAGUMUTHU et al, 2006).

Seu uso em medicina veterinaria e humana foi descrito em tratamentos variados como
de feridas em extremidades distais de caes (ROA et al., 1999), para feridas refratarias por
injuria elétrica, avulsdo do escalpe, ulceras por radiacdo com severa infeccdo e necrose
tecidual em humanos, na forma de retalho pediculado ou como enxerto livre com anastomose
(SHEN; SHEN, 2003), em defeitos de preenchimento, zonas de elevado risco de infe¢dao pos-
operatorio, na reconstru¢do de paredes tanto abdominal como tordcica, particularmente
quando hé risco de isquemia (KOPPE et al., 2014), fechamento de hérnias abdominais e
defeitos diafragmaticos, tratamento de cistos e abscessos prostaticos, hepaticos e pancreaticos
e em cirurgias vesicais, com a finalidade de impedir aderéncias ou vazamentos (PAVLETIC,

2018).
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Em equinos, a formagdo de aderéncias intra-abdominais pos-operatdrias ¢ uma
complicacdo frequente de celiotomias exploratorias na espécie e a omentectomia foi proposta
como forma de minimizar a sua formagdo e consequente episodios de sindrome colica no pos-
cirtrgico. Kuelbelbeck et al (1998) propuseram que a omentectomia minimizaria a formagao
de aderéncias abdominais apds cirurgias abdominais, em que 21% (4/19) dos equinos que
sofreram omentectomia necessitaram de uma relaparotomia (reintervencdo de uma
laparotomia, diretamente ligada a primeira cirurgia) por formagao de aderéncias, enquanto
60% (15/25) dos equinos do grupo que ndo sofreu o procedimento durante a cirurgia
abdominal necessitou de nova cirurgia devido a dor abdominal por forma¢ao de aderéncias.
Tais dados s@o controversos e Blikslager e colaboradores (2017) relatam raramente haver
problemas clinicos por aderéncias omentais e descrevem o sucesso em utilizar o omento em
suturas intestinais, com o objetivo de prevenir a formacdo de aderéncias entre algas e sugere
ainda que a possibilidade de estrangulacdo envolvendo o omento aderido deve ser avaliado,
em comparagao aos beneficios do aumento de vascularizacdo local do pediculo omental.

Goldsmith (1968) utilizou o omento para aumentar a vascularizacdo do miocéardio,
comparando enxertos livres sem anastomose e retalhos pediculados, descrevendo que uma
pressdo sanguinea oriunda de um enxerto pediculado seria benéfica para o miocérdio
isquémico, entretanto a tracdo do pediculo na cavidade abdominal, principalmente sobre o
estobmago, poderia ser um inconveniente, o que ndo foi observado nos caes operados no
estudo com o uso de retalhos pediculados. Concluiu que o omento pediculado parece ter
resultados superiores ao omento livre para fins de revascularizagao miocardica.

O omento pode fornecer uma fonte de circulacdo para a 4rea, ndo apenas para
melhorar a cicatrizagdo, mas para potencialmente servir como superficie vascular para a
aplicacdo de enxerto de pele. A principal limitagdo no uso do omento ¢ sua relativa
fragilidade e falta de “volume” para fechar defeitos maiores. A superextensdo do retalho
omental pode resultar em comprometimento circulatdrio para a por¢do mais distal desse
tecido. No entanto, dentro do seu arco normal de rotagdo ou avanco, o omento pode ser
reunido ou dobrado para melhorar seu volume para defeitos envolvendo a parede abdominal
ou o diafragma (PAVLETIC, 2018). H4 muito tempo se reconhece que o omento maior ajuda
fortemente na revascularizacdo do tecido e promove a atividade angiogé€nica nas estruturas
adjacentes as quais ¢ aplicado. Os materiais angiogénicos obtidos do omento sdo abundantes

(AZARI et al, 2012).
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Treinamento e equipamentos especializados sdo necessarios para realizar com sucesso
as transferéncias microvasculares. O equipamento necessario inclui microscopio cirurgico
com boa oOtica, material de sutura 9-0 a 11-0, bracadeiras vasculares atraumaticas,
microtesouras, pingas e porta-agulhas oftalmicas, dilatadores de vasos e dispositivos de
acoplamento. E necessario que os vasos do retalho sejam grandes o suficiente e os vasos de
tamanho similar estejam disponiveis proximo ao leito da ferida (FOSSUM, 2007).

O tamanho do omento ndo apenas fornece uma grande quantidade de tecido para
transferéncia, mas também permite que o cirurgido deixe a maioria do tecido no lugar, no caso
de enxertos livres, diminuindo a morbidade no local doador. Sua vasculatura ¢ passivel de
extensa dissecg¢do, resultando em um retalho pediculado muito alongado e movel, entretanto a
laparotomia para coleta do enxerto ou retalho omental tem sido associada a maior morbidade,
como a ocorréncia de ileus, herniacao, infec¢ao intra-abdominal, trombose ¢ embolismo, em
humanos (MAZZAFERRO et al., 2017).

Muitos cirurgides observaram a habilidade do omento de aderir a corpos estranhos
intra-abdominais, com a possivel desvantagem de, dentro de sete dias, drenos e cateteres
colocados na cavidade abdominal de caes serem rodeados e ocluidos pelo omento, levando a
problemas em pacientes que requerem colocacdo de cateteres de longa duracdo (PLATELL et
al, 2000).

Com relacdo a hemostasia, o omento reduz a hemorragia profusa e incontrolavel pela
pressdo. Isso foi atribuido a capacidade omental de acelerar a ativacdo da protrombina,
aumentando a concentragdo de um fator tecidual hemostatico no omento que causa a rapida
mudanca do fibrinogénio para a fibrina (LIEBERMANN-MEFFERT, 2000).

Com o tempo, as opgoes de selecdo de retalhos de tecido livres foram padronizadas
devido a experiéncia coletiva e certos tecidos reduziram ou perderam suas indicacdes de uso,
devido a outras variedades de retalhos que surgiram, como cutaneos ¢ musculo-cutaneos. Este
foi o caso para o uso do omento, que apds trinta anos da primeira operacdo de transferéncia de
tecido livre omental, houve cada vez menos casos relatados. A cirurgia vascular moderna
possibilitou novos relatos de preservacao das extremidades isquémicas usando anastomoses
vasculares associadas a transferéncias de tecidos livres, revitalizando o uso do omento e
salvando pacientes com feridas destrutivas pos-traumaticas de grandes amputacdes (CIUCE et

al, 2003).

2.3.2.1 Retalhos omentais
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Retalhos de omento vém sendo utilizados em procedimentos cirurgicos em diversos
orgaos e tecidos desde o século XIX, com descricdes em sistema gastrintestinal, vascular,
nervoso e cirurgias reconstrutivas, como de parede abdominal, pescogo e cabeca (PLATELL
et al, 2000).

A utilizagdo do retalho omental em cirurgias em extremidades apresenta vantagens
como a flexibilidade do tecido, por ser facilmente moldéavel, possuir grande area e fornecer
vascularizagdo intrinseca capaz de aumentar o fluxo sanguineo em determinada regido, o que
acarreta aumento local da tensdo de oxigénio e de fatores humorais e consequentemente
acelera a cicatrizacdo ¢ diminui a ocorréncia de infec¢des (FERRIGNO et al, 2010). Na
cirurgia de cdes e gatos considera-se que pode ainda ser utilizado em lesdes faciais ou de
extremidades, caso seja realizado o alongamento do omento (figura 9) ou se microcirurgia
vascular for utilizada (FOSSUM, 2007).

O retalho omental pode ser usado para cobrir defeitos em tecidos moles, contribuir
para a circulagdo e drenagem, potencializar a cicatrizag¢do, controlar a formagao de aderéncias
e combater a infeccdo. Embora menos duraveis que retalhos musculares, eles estimulam a
formacdo de tecido de granulacao que permite o fechamento precoce da ferida com retalhos
de pele ou enxertos. Retalhos omentais sdo especialmente Uteis para feridas cronicas que nao
cicatrizam (FOSSUM, 2007).

Dois métodos podem ser utilizados para mobilizar o omento, sendo um envolvendo a
criacdo de um pediculo vascular englobando ambas as artérias epiploicas direita e esquerda e
o outro método envolve liberar o omento do pancreas e entao prolonga-lo com uma incisao
em forma de L invertido (FOSSUM, 2007). Ross; Pardo (1993) descreveram a técnica de
prolongamento do omento maior no cdo, baseados na vascularizagdo do omento e
comprovaram a viabilidade vascular do retalho.

A utilizagdo de transposi¢ado do omento, através de pediculo vascular ligado ao
estbmago, com preservacdo da artéria gastroepiploica, para tratamento de linfedema em
membros de pacientes humanos foi descrito por Goldsmith; De Los Santos; Beattie (1967),
com a finalidade de aumentar a drenagem através de vasos linfaticos e vascularizagdo rica do

omento. A melhora clinica e estética dos pacientes foi considerada satisfatoria.
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Figura 9. Extensdo omental. A, Omento maior exteriorizado, retraido cranialmente para libera-lo de
seus anexos pancreaticos. B, Folha dorsal do omento estendida caudalmente. C, Incisdo em forma de L
invertido apenas caudal ao ligamento gastroesplénico. D, Lado esquerdo girado caudalmente para
alcangar a extensao total (adaptado de FOSSUM, 2007).

A utilizacdo de retalhos de omento, juntamente com enxertos de pele tem por
finalidade promover os beneficios citados por Fossum (2007), assim como permitir o
fechamento precoce da lesdo. Ferrigno e colaboradores (2010) descreveram técnica com o uso
de retalho de omento para indugdo de vascularizagdo e promogdo da consolidagdo em lesdao
ossea distal em membro de cdo (fratura dssea de tibia e fibula de uma cadela de 10 anos de
idade), com histoérico de duas intervengdes cirurgicas anteriores e quadro clinico de unido
retardada no local da fratura. A cobertura do foco da fratura com retalho de omento tunelizado
e coberto com enxerto cutdneo em malha promoveu a consolidagdo dssea em oitenta dias.

Goldsmith; Chen; Duckett (1973) descreveram ainda o uso de retalhos omentais para
lesdes em sistema nervoso central em caes, com a finalidade de promover a revascularizagao e

remover edema (figura 10).
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Figura 10. Utilizagdo de retalho omental pediculado em revasculariza¢do do cérebro. a. Colocagdo do
omento em um tinel subcutidneo ao longo do térax. O omento sera estendido ao longo do pescogo até
o cranio. b. Craniotomia. ¢. Omento sendo mobilizado para recobrir defeito no cranio (adaptado de
GOLDSMITH; CHEN; DUCKETT, 1973).

c

Em felinos, o processo cicatricial possui particularidades que incluem doengas
infecciosas, presencga de corpos estranhos, doencas sistémicas, terapias imunossupressivas ou
movimento excessivo local (BOHLING; HENDERSON, 2006). Feridas que ndo cicatrizam
em areas de movimento excessivo, como 0s espacos axilares e inguinais, sdo comuns,
especialmente em gatos. O fechamento convencional geralmente resulta em falha e a
transferéncia de retalho pediculado omental tem sido usada com sucesso para melhorar a
cicatrizacdo dessas feridas (KRAHWINKEL; BOOTHE, 2006).

O uso do omento como coadjuvante na cicatrizagdo cutanea em gatos foi descrito por
Falcao e colaboradores (2016), que relataram o uso de retalho pediculado para o tratamento de
ferida cronica na face externa da coxa de um gato que havia sido submetido a cirurgia de
fratura de fémur, com deiscéncia de sutura. A omentalizagdo da lesdo cronica mostrou
excelente resultado, com fechamento total da lesdo, onde antes haviam sido tentados
tratamentos conservadores diversos, sem resultados.

Em um outro estudo com felinos e enxertos pediculados, utilizados juntamente com
retalhos cutaneos, a omentalizacdo de feridas axilares cronicas em gatos pareceu ajudar a
cicatrizacdo, sendo relacionado pelos autores ao aumento da vascularizagdo através de fatores
angiogénicos liberados pelo omento. Outro fator pode ter sido a capacidade do omento de
absorver o fluxo de tecido e ainda preencher o espaco morto, o que também pode ter
desempenhado um papel diminuindo a profundidade da lesdo na axila. O omento fornece um
dreno permanente e melhor capacidade de resistir a infeccdo (LASCELLES; WHITE, 2001).
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Foi descrito, por Mazzaferro e colaboradores (2017), que em todos os casos
pediculados, o retalho omental precisa de uma "hérnia obrigatdria" na fascia abdominal, no
diafragma ou na regido inguinal, podendo ser uma desvantagem em comparacdo com O

retalho livre omental.

2.3.2.2 Enxertos omentais livres

Existe uma ampla gama de retalhos livres que podem ser usados para a reconstrugao
da cobertura cutinea e dos tecidos moles em lesdes complexas, mas nenhum deles apresenta
as muitas vantagens bioquimicas e anatdmicas do omento. Suas vantagens bioquimicas
incluem secrecdo de fatores de crescimento, producdo de substidncias neuroquimicas e a
presenca de interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8) e interferon gama. Essas caracteristicas
bioquimicas oferecem a vantagem de grande prote¢do imunoldgica e acao bactericida na
presenga de infecgdes agudas e cronicas, maior capacidade de revascularizacdo do tecido
isquémico e maior produgdo e absor¢do de fluidos. Relata-se que, na cirurgia humana, as
vantagens conferidas pelo retalho livre omental incluem uma grande area, vasos sanguineos
calibrosos e consistentes que facilitam o reparo microcirirgico, grande plasticidade que
permite melhor modelagem do retalho no local reconstruido, persisténcia da flexibilidade que
evita cicatrizes e contragdo, além de baixa demanda metabdlica que permite um longo tempo
de isquemia (IGLESIAS et al., 2014).

Freeman (1916) descreveu o uso de enxertos omentais livres na cirurgia abdominal,
destacando a capacidade do tecido do omento se fixar em superficies inflamadas e lesionadas,
envolvendo-as, mesmo quando utilizado na forma livre. Destacou ainda a vantagem do uso do
omento livre na cavidade abdominal, com a auséncia de formagdo de encarceramentos ou
tracdo prejudicial no trato gastrintestinal. A prevencao de aderéncias indesejaveis, o refor¢o
de suturas gastrintestinais, a substituicdo de porc¢des do peritdonio, o controle de hemorragias
em baco, figado e pancreas foram indicagdes de uso propostas. Descritas como precaucgdes a
serem observadas no uso do omento incluem coleta do enxerto na borda livre da bursa
omental, a retirada de material apenas necessario para cobrir a area lesionada, evitando o
excesso de tecido no local de implante, assim como a fixagdo do enxerto com pontos a fim de
evitar seu deslocamento.

O uso de enxertos omentais livres sem anastomose foi descrito também por
Thompson; Pollock (1945), que utilizaram caes para cirurgias diversas no térax, como

incisdes no parénquima pulmonar, utilizagdo em coto apds a excisdo parcial de lobo
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pulmonar, em pleura, esdéfago e cirurgia vascular na veia cava e na aorta, concluindo que o
seu uso livre ¢ vidvel nas cirurgias propostas, citando seus efeitos no foco da lesdo como
hemostasia, refor¢o das linhas de sutura e substitui¢ao de defeitos. O uso de enxerto autdlogo
foi relatado como uma desvantagem pela necessidade de abertura da cavidade peritoneal.
Vineberg; Pifarre; Mercier (1962) utilizaram o enxerto de omento livre para revascularizacao
de miocardio, relatando ter ocorrido conexdes vasculares entre as duas superficies em 20 dias.

O omento foi o primeiro tecido livre transplantado na pratica clinica, na medicina
humana, ao ser utilizado em autotransplante para a corre¢ao de um grande defeito no escalpe,
em conjunto com revascularizagdo cirurgica (McLEAN; BUNKE, 1972 apud CIUCE et al.,
2003). Outros estudos em que o enxerto omental livre foi utilizado incluem revascularizagao
em medula espinhal lesionada (ZHANG et al., 1997), na forma de enxerto livre com
anastomose, parar deformidades em cabeca e pescogo (LOSKEN et al.,, 2002) e necrose
mandibular por radioterapia (MORAN; PANIJE, 1987). O uso do omento livre sem
anastomose vascular foi proposto para tratar feridas por queimaduras e infectadas em
extremidades inferiores gravemente lesionadas, sendo considerada uma opgdo viavel a
amputagdo (SONG, 1989).

Os enxertos omentais livres sem anastomose podem ser aplicados apenas como
camadas finas e ndo como amostras volumosas de tecido no local da lesdo, uma vez que um
enxerto espesso e gorduroso sofrera necrose. No omento enxertado em 6rgdo intra-abdominal
lesionado, o tecido de granulagdo ird crescer na regido, as células de gordura fusionarao e
serdo absorvidas depois de algum tempo. Em caso de uso em tecido com serosa integra, nao
havera a fusdo dos tecidos, nem a formacdo de granulacdo no enxerto e nestes casos,
infiltracdo de leucdcitos e necrose poderdo ser notados no enxerto de omento. Os autores
concluiram que os enxertos omentais podem ser utilizados apenas em camadas finas e ndo
como enxertos volumosos, uma vez que estes irdo sofrer necrose a partir do quarto dia
(BORNEMISZA et al., 1987).

Roa et al (1999) descreveram o primeiro relato de transplante de enxerto livre de
omento em Medicina Veterinaria, para extremidades em caes, por meio de técnica de
microanastomose, entretanto o pequeno numero de caes utilizados no experimento (sete),
além de apenas dois (2/7) enxertos terem sobrevivido até o final do experimento, ndo permitiu
que fossem obtidas conclusdes estatisticas.

Ciuce e colaboradores (2003) descreveram os resultados do uso de omento livre com

anastomose vascular em cirurgias variadas em humanos, como lesdes cutaneas apos terapia
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com radiagdo, preservagdo de extremidades ou recuperacdo de lesdo facial, com as qualidades
plasticas do omento maior preservadas inteiramente na transferéncia de tecido livre,
descrevem ainda que a morbidade abdominal causada pela laparotomia pode ser minimizada
pela coleta endoscopica do tecido do omento.

Por causa das habilidades unicas do omento, ele tem sido usado como um retalho
pediculado em cirurgias, como autoenxerto traqueal, autoenxerto bronquico isquémico e
isquemia em extremidades. Além disso, o retalho pediculado omental tem sido recomendado
para suportar feridas esofagicas, pelas caracteristicas deste 6rgdo, historicamente associado
com maior deiscéncia incisional do que a cirurgia em outras por¢des do trato alimentar, sendo
a porgao cervical a mais acometida por deiscéncia. Varios fatores podem contribuir para a alta
taxa de complicagdes, incluindo a falta de serosa, a natureza segmentar do suprimento
sanguineo, a falta de omento, o movimento constante da degluti¢do e respiragdo e a tensao no
local da cirurgia.

Em experimento realizado em caes, foi avaliada a cicatrizagdo de lesdes cirurgicas no
esofago cervical, quanto a reepitelizacdao, celularidade do leito da ferida, angiogénese,
formacdo de tecido de granulacdo e deposicdo de colageno, com o uso de enxerto livre de
omento, sem anastomose vascular. A quantidade de deposicdo de colageno foi avaliada pela
coloracdo com tricromio de Masson e os demais parametros foram examinados nas segdes
coradas com hematoxilina e eosina. A aplicagdo de enxerto omental livre autdlogo se mostrou
uma forma confiavel de diminuir as complicagdes pos-operatorias da operacao esofagica, com
base na maior celularidade, angiogénese e formagao de tecido de granulagdo no leito da ferida
no grupo experimental, em que houve a utilizacdo de enxerto livre de omento sobre a ferida,
significativamente maior do que no grupo controle (AZARI et al., 2012).

Oloumi e colaboradores (2006) realizaram estudo para avaliar o papel do omento
maior livre autégeno na vasculogénese durante o processo de cicatrizagao Ossea em 15
coelhos. Ambas as tibias dos animais foram expostas medialmente e um orificio de 2 mm foi
perfurado na diafise proximal. Um pequeno pedago de omento maior, obtido de uma incisdo
abdominal de 1 cm, foi fixado no orificio tibial esquerdo. Os animais foram eutanasiados 14
dias apos a operacdo e os ossos removidos para estudos histopatologicos e
imunohistoquimicos. Os fatores angiogénicos presentes no omento maior foram considerados
como responsaveis por ter aumentado a vascularizagdo local no defeito 6sseo, mesmo sem
haver conexdo vascular direta com o leito receptor, demonstrando que o enxerto de omento

maior livre autdgeno pode influenciar a cicatrizagdo 6ssea.
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Saifzadeh e colaboradores (2009b) avaliaram a potencialidade do enxerto autélogo
livre do omento maior ndo vascularizado para estimular a formagdo 6ssea em um modelo
experimental de nao-unido hipertrofica em 12 caes, através da fixacao de fragmento de 30x30
mm sobre uma fratura de 2 mm no radio. Nos seus resultados, ndo houve achado de nio
consolidagdo em nenhum dos animais do grupo tratado com o enxerto omental livre, enquanto
trés dos caes do grupo controle foram classificados como ndo unido dssea. Como a Unica
variavel entre os dois grupos foi a presenca de omento maior usado como auto-enxerto livre
no grupo tratado, os autores concluiram que a presenca do omento no foco da fratura atuou
por meio de seus fatores angiogénicos para induzir a angiogénese, reconstruir a circulacao,
aumentar o suprimento de sangue para o local da osteotomia e, consequentemente, acelerar o
processo de cicatrizagdo dssea, ressaltando ainda que o uso enxerto livre em vez de omento
pediculado pode estar associado ao declinio na taxa de complicagdes, como morbidade
causada por laparotomia maior, hemorragia, peritonite, obstrugdo intestinal e hérnias.

O retalho livre omental se mostrou anatomicamente adequado para a obtengdo e
cobertura de feridas, por possuir propriedades moleculares que promovem a cicatrizacao e
melhoram a fungdo nos locais receptores. A necessidade de entrar na cavidade abdominal,
juntamente com a severidade das complicagdes potenciais da colheita do retalho omental,
havia relegado o seu uso em grande parte, para uma segunda ou terceira escolha de enxerto ou
retalho. Com o crescimento de técnicas menos invasivas, como cirurgia laparoscopica e de
técnicas de microcirurgia, o retalho livre deve ser avaliado como uma opg¢ao cada vez mais
valiosa para cirurgia reconstrutiva. A taxa de complicacdo para técnica laparoscopica e
laparotomia aberta foi de 6,57% e 47,22% respectivamente (MAZZAFERRO et al., 2017).

Na revisdo realizada por Mazzaferro e colaboradores (2017), o retalho livre omental
demonstrou utilidade em uma ampla variedade de procedimentos reconstrutivos que
abrangem a cabeca e pescoco, extremidades, visceras e para varias finalidades, incluindo
cobertura ocular, tratamento de linfedema e aumento de vascularizacdo. Também tem sido
empregado ocasionalmente na cavidade toracica e parede abdominal, com o uso concomitante

de tela ou ndo, embora mais frequentemente como um retalho pediculado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
* Avaliar a viabilidade ¢ influéncia do omento livre sem anastomose vascular na
cicatrizagdo cutanea, por meio de suas caracteristicas anatomicas, celulares e

moleculares.

3.2 Objetivos Especificos

* Observar a evolugao clinica das feridas e regides adjacentes quanto ao aspecto,
grau de coloracdo, edema, necrose ou infec¢do e permanéncia ou ndao do
enxerto livre de omento;

* Observar as caracteristicas histopatologicas das lesdes cutdneas com e sem 0
uso do enxerto de omento, quanto a presenca de infiltrado neutrofilico,
infiltrado mononuclear, neovasculariza¢ao, edema, necrose ¢ fibrose;

* Caracterizar a deposicdo de fibras colagenas nas lesdes que receberam o
enxerto de omento em comparagao aos grupos controle;

* Avaliar se o tratamento com omento ¢ capaz de interferir na expressao de

fatores de crescimento relevantes na cicatriza¢do (VEGF, FGF e TGF-f).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Apreciacao Bioética
O presente projeto foi submetido a avaliagdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, sendo

aprovado em 16 de junho de 2018, protocolada sob o CEUA n° 1784040318.

4.2 Animais e local do Experimento

Foram utilizados 28 (vinte e oito) ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar,
machos, higidos, com peso aproximado de 250 gramas e com trés meses de idade,
provenientes do biotério do Instituto de Biologia do Exército, localizado em Triagem, Rio de
Janeiro. Os animais foram mantidos no biotério durante todo o experimento, sob 0 mesmo
manejo alimentar, com condi¢des de temperatura controlada (ao redor de 22 °C), ciclo
claro/escuro (fotoperiodo) de doze horas, gaiolas individuais apos a realizacao das cirurgias e

agua e racao ad libitum.

4.3 Grupos Experimentais

O experimento consistiu na utilizagdo de quatro grupos, de sete animais cada, sendo
dois grupos controle (CT7 e CT 14) e dois tratados (OM7 e OM14), com avaliacdes até sete
dias (grupos CT7 e OM7) e quatorze dias (grupos CT14 e OMI14), para confirmagdo da
viabilidade do uso do omento livre, sem anastomose vascular, na cicatrizagdo de feridas

cutaneas recentes.

*  Grupo OM7
Neste grupo, os animais foram submetidos a excisdo de fragmento circular de pele no
dorso, com um centimetro de diametro e aplicagdao de enxerto de omento livre (1,0 x 1,0 cm),
suturado a ferida cutdnea com quatro pontos de sutura simples interrompida. Para obten¢ao
do fragmento de omento, foi realizada celiotomia (0,5 a 1,0 cm), previamente a lesdo cutanea.
As avaliagdes macroscopicas foram realizadas nos dias 0, 3 e 7, sendo neste ultimo dia

eutanasiados e coletado material para avaliacao laboratorial.
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*  Grupo CT7
Neste grupo, os animais foram submetidos a excisdo de fragmento circular de pele no
dorso, com um centimetro de didmetro, sem a aplica¢do de enxerto de omento livre. Foi feita
celiotomia (0,5 a 1,0 cm de extensdo), de forma semelhante aos grupos tratados, com
manipulagdo e retirada de fragmento do omento (1,0 x 1,0 cm), que foi descartado, entretanto
realizadas as suturas simples interrompidas, em quatro pontos. As avaliagdes macroscopicas
foram realizadas nos dias 0, 3 ¢ 7, sendo neste ultimo dia eutanasiados e coletado material

para avaliacdo laboratorial.

*  Grupo OM14
Neste grupo os animais foram submetidos a excisdo de fragmento circular de pele no
dorso, com um centimetro de didmetro e aplicagdo de enxerto autdlogo de omento livre (1,0 x
1,0 cm), suturado a ferida cutdnea com quatro pontos de sutura simples interrompida. Para
obtengdo do fragmento de omento, foi realizada celiotomia (0,5 a 1,0 cm de extensao),
previamente a lesdo cutdnea. As avaliacdes macroscopicas foram realizadas nos dias 0, 3, 7,

10 e 14, sendo neste ultimo dia eutanasiados e coletado material para avalia¢do laboratorial.

*  Grupo CT14
Neste grupo os animais foram submetidos a excisdo de fragmento circular de pele no
dorso, com um centimetro de didmetro, sem a aplicagdo de enxerto de omento livre. Foi feita
a celiotomia (0,5 a 1,0 cm de extensao), de forma semelhante aos grupos tratados, com
manipulagdo e retirada de fragmento do omento (1,0 x 1,0 cm), que foi descartado, tendo sido,
entretanto realizadas as suturas simples interrompidas em quatro pontos. As avaliagdes
macroscopicas foram realizadas nos dias 0, 3, 7, 10 e 14, quando foram eutanasiados e

coletado material para avaliagao laboratorial.

4.4 Producao da lesdo cutanea, coleta e implantacdo do omento

A contengao foi realizada seguindo-se a forma descrita no Manual de Cuidados e
Procedimentos com Animais de Laboratorio do Biotério de Producdo e Experimentagao da
FCF-IQ/USP (NEVES et al., 2013), com o objetivo de reduzir o estresse e aumentar a
segurang¢a no procedimento. A anestesia foi inalatoria, com os animais colocados em cdmara

de indugdo anestésica (28x14x14 cm, em pléstico rigido transparente), com isoflurano a 5%
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(Isoflurano 100%, BioChimico, Rio de Janeiro), com 2 L de oxigénio por um periodo de
aproximadamente dois minutos. Em seguida, foram retirados da cdmara e posicionados na
mesa cirurgica, em decubito ventral, onde receberam durante todo o procedimento cirtrgico, o
anestésico volatil em uma concentragdo de 3%, associado a 1,5 L de oxigénio, por meio de
mascara acoplada a circuito anestésico sem re-inalagdo de gases.

No transcirurgico, todos os animais foram medicados com analgésico opidide,
Cloridrato de Tramadol (Tramal Inj, Griinenthal, S3o Paulo), na dose de 6,0 mg/kg, via
subcutanea (SC), em dose unica

Para a obtengdo do omento foi utilizado o dectbito dorsal, com tricotomia, preparo
cirargico da regido ventral, antissepsia local com clorexidina degermante (Riohex 2%
Degermante, Rioquimica, Duque de Caxias), e alcool 70% (Rialcool 70, Rioquimica, Duque
de Caxias) e o acesso ao omento em todos os grupos foi realizado por celiotomia mediana,
sendo removido fragmento de aproximadamente 1,0x1,0 cm da por¢do mais distal da bursa
omental, para posterior utilizagdo na ferida dorsal dos grupos tratados. Em todos os grupos foi
realizada a cirurgia de coleta do fragmento do omento, incluindo os grupos controles, de
forma a manter o mesmo tempo de cirurgia, aproximadamente, em todos os animais € as
mesmas dificuldades no pos-operatdrio, incluindo a cicatrizacdo da ferida abdominal. O
fragmento de omento foi mantido em luvas estéreis de latex, embebidas em solucao estéril de
cloreto de soédio 0,9%, a fim de manter o tecido sem sofrer dessecagdo e facilitar a
manipulagdo (LASCELLES; WHITE, 2001).

Durante o manuseio do omento, grande cuidado foi tomado para evitar a manipulagao
excessiva e, apds mobilizacdo do animal para o dectbito ventral, o retalho foi fixado a ferida
dorsal criada nos animais dos grupos tratados (OM7 E OM14) utilizando-se suturas simples
interrompidas de poliglactina 910 5.0, em quatro pontos. Nos grupos controle (CT7 e CT14)
os quatro pontos foram aplicados, apesar de nao ter sido implantado o enxerto omental.

Os animais foram entdo posicionados em decubito ventral, efetuada a tricotomia na
regido imediatamente caudal as escépulas, assepsia local e com a utiliza¢do de punch metélico
de bidpsia (Punch para bidpsia dermatologica aco inox, Ortovet, Sao Paulo), com diametro de
1,0 cm (figura 11). Foi demarcado segmento circular de pele na regido dorsal toracica,
completando-se a excisdo com o auxilio de tesoura e pinga, criando-se ferida cutanea de

espessura total, sem realizacdo de sutura, ou seja, com cicatrizagcdo por segunda intengao.
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Figura 11. Uso de enxerto omental livre sem anastomose vascular na cicatrizagdo cutanea de
ratos. A - Punch metélico de bidpsia. B — Imagem de rato em decubito ventral com lesdo cutinea
recém-produzida por “punch” (dia 0) e aplicagdo de suturas de poliglactina 910 5.0.

A poliglactina 910 ¢ um fio cirtrgico multifilamentar absorvivel, confeccionado a
partir de polimeros inertes, ndo-antigénicos, ndo piog€nicos € que provocam uma reacao
inflamatoria tecidual leve, sendo reabsorvido em 60 a 80 dias, com boa resisténcia a tracao e
de facil manuseio, além de ndo promover a formagdo de aderéncias locais (SAITO et al,
2006). Por ser largamente utilizado em medicina veterinidria e por suas caracterirticas

descritas acima, foi a escolha para a ancoragem dos enxertos.

4.5. Eutanasia

Os procedimentos de eutanasia foram realizados nos dias 7 (OM7 e CT7) e 14 (OM14
e CT14), por meio de inducdo em camara anestésica (28x14x14 cm, em plastico rigido
transparente), com isoflurano a 5% (Isoflurano 100%, BioChimico, Rio de Janeiro), com 2 L
de oxigénio por um periodo de aproximadamente dois minutos, seguido de inje¢do
intraperitoneal de Tiopental (Thiopentax 1g, Cristalia, Itapira), 100 mg/kg, Intraperitoneal +

lidocaina 10mg/ml (Cloridrato de Lidocaina 2%, sem vasoconstrictor, Novafarma, Anépolis).

4.6. Avaliagoes
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4.6.1 Analises “ante-mortem”
As feridas foram avaliadas em todos os animais no dia de sua realizagdo (d0), nos dias
pos-operatorios 03 e 07 em todos os grupos e também nos dias 10 e 14 nos grupos CT14 ¢

OM14 (figura 12).

Realizacdo dos procedimentos

cirargicos:
obtencao do omento e
realizacao de ferida dorsal Morfometria @ macroscopia das
Morfometria e macroscopia lesoes dorsais nos grupos OM7, Morfo.metria. & macroscopia das lesoes
das lesdes dorsais nos grupos OM14,CT7 e CT14. dorsais nos grupos OM14 e CTi4. .
OM7, OM14, CT7 & CT14, Eutanasia dos animais dos grupos 7 Eutanasia dos animais dos grupos 14 dias
dias (OM7 e CT7) (OM14 e CT14)

Morfometria @ macroscopia Morfometria @ macroscopia

das lesdes dorsais nos grupos das lesdes dorsais nos

OM7, OM14, CT7 e CT14. grupos OMi14 e CT14.

| ¢ —0
0 3 ] 10 14

Figura 12. Esquema ilustrativo do protocolo de analise de feridas em ratos com uso de enxerto
omental livre e controles. As avaliagdes morfométricas e macroscopicas foram realizadas nos dias 0,
3,7, 10 ¢ 14 do experimento.

4.6.1.1 Andlise macroscopica
Na avaliagdo macroscopica das feridas e regides adjacentes foram considerados o
aspecto, grau de inflamacao e coloragdo, edema, necrose ou infec¢do e permanéncia ou nao do

omento, nos grupos em que foi utilizado.

4.6.1.2 Analise morfométrica

Foi realizado acompanhamento fotografico de acordo com o descrito por Amadeu e
colaboradores (2007), utilizando-se camera digital modelo SONY Cyber-shot DSC-W110, 7.2
megapixels, mantida em tripé a distdncia constante de 20 cm da base com eixo da lente
objetiva perpendicular a superficie. Ainda, uma régua milimetrada foi alocada caudalmente a
ferida para permitir a calibragao da mensuracao linear.

As imagens digitalizadas foram analisadas em computador com auxilio do programa
IMAGE J (figura 13), sendo as areas medidas em dO consideradas 100% para fins de
compara¢do com os dias subsequentes, que foram calculados como porcentagens relativas da

area inicial da lesdo. Para realizagdo das fotografias nos dias subsequentes (d3/d7/d10/d14)
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aos procedimentos cirurgicos, os animais foram anestesiados com isoflurano a 5%, em camara

de indugdo anestésica para imobilizacdo dos mesmos.

Figura 13. Demarcag@o da area de feridas (linha branca pontilhada) em dorso de rato a partir de
imagem digitalizada para mensuragéo pelo programa ImageJ.

4.6.2 Andlises “post-mortem”

ApoOs eutanasia dos animais, foi coletado fragmento de pele contendo a lesdo e uma
area de pele integra ao redor, com aproximadamente 2,0 x 2,0 cm, sendo logo em seguida
divididas em duas, por meio de incisdo com auxilio de bisturi (figura 14).

As porgdes craniais das pegas foram mantidas embebidas em formalina 10%
tamponada em superficie lisa ndo absorvente por 10 minutos com posterior acondicionamento
em frasco plastico contendo também formalina 10% tamponada no volume equivalente a
aproximadamente 15 vezes o volume do fragmento, para posteriores andlises histologicas.
Foram feitos blocos de parafina e cortes de 5 um para a montagem de laminas, sendo duas
laminas (Lamina comum lapidada para microscopia, SPLAB, Sao Paulo) para avaliagdo
histopatologica e seis laminas polarizadas silanizadas lapidadas (Starfrost Advanced Polycat,
Knitell Glass, Germany) por animal para imunohistoquimica.

As porcdes caudais das pegas foram depositadas em microtubos e embebidas em
Trizol (Ambion Co, USA), com imediata preservagao em freezer — 80° C até a realizacao das
analises de expressao génica em reagdo em cadeia da polimerase por transcricao reversa (RT-
PCR).

As andlises histopatoldgicas foram realizadas no Laboratério de Anatomia Patologica
do Instituto de Veterinaria da UFRRJ e a imunohistoquimica no Laboratério de Pesquisa em

Leishmaniose da FIOCRUZ. As analises moleculares foram executadas no Laboratorio de

40



Biologia Molecular da Divisdo de Ensino e Pesquisa e do Biotério da Divisdo de Veterinaria

do Instituto de Biologia do Exército (IBEx).

o - e

PCR:

Colageno Ili ¢ = Avaliagdo da l
VEGF Expressao génica
FGF (Freezer -802 C)

Imuno-histoquimica:

Colageno |

Colageno 11l Histopatologia: — E
VEGF Hematoxilina/Eosina
TGF-B

Figura 14. Esquema ilustrativo do protocolo de Andlises “post-mortem” de fragmento de pele
contendo a lesdo em ratos com uso de enxerto omental livre e controles. As avaliagdes laboratoriais
foram realizadas nos dias 7 ¢ 14 do experimento (Adaptado de GEORGII, 2011).

4.6.2.1 Avaliagao histopatologica

Coradas por hematoxilina-eosina (HE) para analise microscopica, as laminas foram
avaliadas através de sua conformacao histoldgica, quanto a presenca de infiltrado neutrofilico
e mononuclear, presenca de neovascularizacdo, edema, necrose e fibrose. Os dados foram
classificados utilizando-se uma tabela objetiva de escores, de forma similar A anélise
qualitativa utilizada por Batista e colaboradores (2008), graduados como: 0 - ausente, 1 —

discreto, 2 — leve, 3 — moderado e 4 — intenso.

4.6.2.2 Imunohistoquimica

A imunohistoquimica (IH) foi realizada nas laminas confeccionadas com o material
coletado aos 14 dias nos grupos Omento ¢ Controle (OM14 e CT14), com a utilizagdo de
anticorpos monoclonais e policlonais (tabela 2), como descrito anteriormente por Souza et al
(2005), para quantificagdo de TGF-B, VEGF, colageno tipo I e colageno tipo III nas lesdes

cutaneas coletadas. O preparo da técnica de IH nas laminas com o material obtido aos sete
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dias pos-lesdo nao possivel, por ndo ter ocorrido a fixagcdo do tecido adiposo do omento no
momento do tratamento com xilol/alcool, diferente dos materiais coletados aos 14 dias,
quando j& havia consideravel fibrose da ferida. Por este motivo nao houve a analise

imunohistopatolédgica das pegas coletadas aos sete dias.

Tabela 2. Relagdo de anticorpos utilizados em imunohistoquimica de lesdes cutaneas em ratos
com o uso de enxerto omental livre sem anastomose vascular.

Proteina Codigo Animal de Diluicao Tipo
origem
TGF-p ABCAM ab92486 Coelho 1:25 Policlonal
VEGF ABCAM ab52917 Coelho 1:100 Monoclonal
Colageno 1 ABCAM ab34710 Coelho 1:100 Policlonal
Colageno Il  ABCAM ab7778 Coelho 1:100 Policlonal

Descrito de forma breve, o protocolo de IH incluiu preparo de cortes das areas de
lesdes, fixados em laminas silanizadas, para posterior desparafinizagdo por meio de
aquecimento em estufa a 60° C, por 10 min, em xilol, seguido de banhos seriados em xilol e
alcool em diferentes concentracdes, a temperatura ambiente e em sequéncia, foi realizada a
inibi¢do da peroxidase enddgena, pelo uso de perdxido de hidrogénio (H,O, 3% em agua
destilada, 10 min a temperatura ambiente). Os cortes foram entdo submetidos a duas lavagens
em PBS durante 5 min cada. Para recuperagdo antigénica, foi utilizado tampao citrato pH 6,0
(banho maria a 95° C, por 30 min, seguido de resfriamento por 20 min a temperatura
ambiente). A inibicdo das ligagdes inespecificas foi feita com o uso de albumina de soro
bovino (Sigma, St. Louis, EUA) 0,4% em tampao fosfato-salino (PBS), por 20 min a
temperatura ambiente, seguido do anticorpo primario especifico para detec¢do das citocinas e
células (60 min a temperatura ambiente), dentro da dilui¢do recomendada pelo fabricante e
descrita na tabela 02. Ao término da incubacdo, foram realizadas duas lavagens com PBS,
cinco minutos cada, seguidas da utilizagdao do polimero-HRP (LifeTechnologies, USA) por 15
minutos, com nova lavagem em PBS (2x5 minutos). O revelador utilizado foi cromogeno 3-
amino-9-etilcarbazol (AEC substrate kit, Invitrogen, USA). Apds a visualiza¢do da marcacgao
em microscopio Optico, a reagdo foi interrompida com agua tipo II, sem utilizagdo de contra-
coloragdo. A montagem das laminas foi feita em meio aquoso (Faramount Aqueous Mounting
Medium, Dako, CA, USA). Controles negativos foram realizados trocando o anticorpo
primario por PBS e ndo foi observada marcagdo. A mensurag¢do das marcagdes positivas para
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VEGF, TGF-f, colagenos I e III foi realizada através do programa Imagel. A leitura das
laminas foi realizada em microscopia otica de luz invertida e registros foram realizados com

camera fotografica.

4.6.2.3 Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR)

Com o uso da técnica de reagdo em cadeia da polimerase por transcricdo reversa (RT-
PCR), através do mRNA expresso, responsavel pela sintese proteica dos alvos escolhidos,
foram quantificados VEGF, FGF e colageno tipo III. Os primers utilizados para cada produto

foram descritos na tabela 3 abaixo:

Tabela 3. Relag@o de primers utilizados em RT-PCR para avaliacdo da expressdao génica em
lesdes cutdneas em ratos com ou sem o uso de enxerto omental livre sem anastomose
vascular.

Gene Alvo Primer Utilizado Tamanho *

FGF2 FGF2F 5'-CACACGTCAAACTACAGCTCCAAG-3’ 216
FGF2R 5-TTCGTTTCAGTGCCACATACCA-3’

VEGF VEGFF 5'-CACTGGACCCTGGCTTTACTG-3’ 254
VEGFR 5-CACTCCAGGGCTTCATCATTG-3'

Colageno Tipo Il  CO3F 5-TGATGGGATCCAATGAGGGAG-3’ 143
CO3R 5-GAGTCTCATGGCCTTGCGTGTTT-3’

B-actina ActF 5-GTGGGCCGCCCTAGGCACCA-3’ 245
ActR 5'-CGGTTGGCCTTAGGGTTCAG-3'

* - Tamanho expresso em pares de bases (pb)

A extracao de RNA total foi iniciada com a maceragdo do fragmento da ferida,
embebido em Trizol (Ambion Co, USA). Os microtubos foram posteriormente centrifugados
por 10 minutos a 14.000 rpm a 4°C em centrifuga de bancada e a fase superior foi transferida
para um novo microtubo, ao qual adicionou-se igual volume de cloroférmio seguido de
centrifugacao por 5 minutos a 14.000 rpm, a 4°C. A fase superior foi transferida para um novo
microtubo e o RNA foi precipitado pela adigdo de dois volumes de etanol absoluto gelado e
1/10 do volume de NaOAc 3M pH 5,2; ImM EDTA. Apés a incubagdo por 20 minutos a -80°

C, centrifugou-se por 25 minutos a 14.000 rpm, 4° C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
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lavado em 1mL de etanol 80% seguido de centrifugacdo por 5 minutos a 14.000 rpm a 4° C. O
etanol foi removido e o pellet suspendido em 30 pL de 4gua livre de nucleases. A
concentracdo de RNA foi determinada em espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific).

Uma aliquota de 4 uL da suspensdao de RNA foi utilizada para avaliar a qualidade da
extragdo por eletroforese (5V/cm) em gel de agarose 1% contendo 20% de formaldeido 37%,
10% de tampao MOPS 10X (MOPS 0,2M; acetato de sodio 50 mM; EDTA 10 mM; pH 7,2) e
0,5X de Sybr safe (Invitrogen).

O RNA foi utilizado em uma reacao de transcricdo reversa usando o kit Supercript I1
RNAse Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) para a obtencdo do cDNA a partir de 1,0 pg
de RNA, sendo aquele armazenado a -20 °C e posteriormente utilizado nas reacdes de
amplificacdo em StepOnePlus System (ThermoFisher Scientific, USA). Os valores relativos
da expressdo génica foram determinados pelo método comparativo 2-AACt e os resultados
representam a razdo de expressao de mRNA no 7° dia (fase de proliferagdo) e 14° dia de
intervengdo (fase de remodelacdo).

A figura 15 resume as etapas de avaliagcdes antes e apoOs a eutanasia dos animais (ante-

mortem e post-mortem).
I Total de: anirmais
I8 ratoa
Ormenbo Controde
I 14 ratos | 14 rtes

l omT I ChALE | o I (=3 L]
7 ratos T ratos T ratos 7 reton

= = =
Dxa & Chrunpiay®iorfometria/Macroscopia Dia O Cnuargia/Morfomertria M acroscopla
D 32 Morforrsstris/Macroscopia Diis 3: Morfornetria/ Mecromoops
D 7 Morformetria/Mecroscopia /Eutandsia Dia 7: borformetria, iscroscopia

Fragmento de pele com a ferida
2 partes

Microtubos com Trizol
Freezer -802C
Expressdo Génica (RT-PCR)

(COL MSVEGF/FGF)

Formalina — Parafina — Lémina

Histopatologia HE — 7 e 14 dias

Imunchistoquimica = 14 dias
(COL I e IN/VEGF/TGF-B)

Figura 15. Fluxograma ilustrativo do protocolo de avaliagdes de lesdes cutaneas agudas em ratos com
e sem o uso de enxerto omental livre sem anastomose vascular.
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4.6.3 Analise estatistica

Todos os célculos foram realizados por meio do programa GraphPad Instatprism 6.01
(GraphPad Software Inc; San Diego, EUA). A normalidade dos dados foi testada pelo teste de
Shapiro-Wilk e para os dados com distribuigdo normal (paramétricos) foi utilizada Analise de
Variancia Univariada (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey, para comparacdes multiplas
ou teste T ndo pareado, com corre¢cdo de Welch’s. Para os dados ndo paramétricos, foi
utilizado o teste de Mann-Whitney.

Todos os valores estdo expressos como médias = desvio padrdo e em todos os casos, p

< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A obten¢do e manipulagdio do omento ndo apresentaram dificuldades em nosso
experimento, no qual a celiotomia possibilitou a coleta sem complicagdo decorrente deste
procedimento em qualquer dos animais dos grupos tratados e controles. O omento forneceu
tecido suficiente para recobrir as lesdes cutaneas, com excelente plasticidade para ser
moldado e manipulado, quando mantido hidratado, corroborando o que foi descrito por
Mazzaferro e colaboradores (2017) e Lascelles; White (2001), que descreveram o omento
como excelente 6rgao doador, por possuir grande volume e ser de facil obtencao.

A utilizagdo em nosso experimento de enxerto livre de omento ndo apresentou
algumas desvantagens relatadas na literatura quando comparado ao retalho pediculado
(MAZZAFERRO et al., 2017; SAIFZADEH; HOBBENAGHI; ASADOLAHI, 2009) e sua
transposicdo, como formacgdo de seroma, fistulas, herniagdo pelo local de passagem do
pediculo vascular na parede abdominal, hemorragia ou necrose intra-abdominal pela tor¢ao do

omento, além de danos pela tunelizagao.

5.1 Avaliagdes Macroscopicas € Morfométricas

Nos grupos tratados OM7 e OMI4, a aparéncia macroscopica ¢ os resultados
funcionais foram favoraveis em 12 dos 14 animais, tendo ocorrido formagdo de abscessos no
subcutaneo em dois. Deve-se considerar que nos grupos controle (CT7 e CT14), também dois
animais tiveram formacgao de secrecao purulenta.

A capacidade do enxerto omental livre sem anastomose de controlar infecc¢ao, descrita
por Song (1989) ao tratar pacientes com infeccdes em extremidades, por Chandra e
colaboradores (2011), que avaliaram o papel do omento na defesa através da expressdo de
citocinas e peptideos antimicrobianos e de Shah e colaboradores (2012), que demonstraram
haver células com capacidades imunomoduladoras e células mesenquimais indiferenciadas no
omento, que promoveriam regeneracao tecidual, ndo foi ressaltada em nosso trabalho. Embora
fosse esperado que o omento controlasse processos infecciosos no foco da ferida, deve-se
considerar que os animais foram mantidos em caixas com cama de maravalha, trocadas duas

vezes por semana (podendo ser considerado um ambiente com contaminagdo) € que nao
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houve uso de qualquer medicamento antisséptico ou antibidtico nos animais, seja topico ou
sistémico, nos grupos controles e tratados.

Macroscopicamente houve hemorragia no local da cirurgia e nas imagens realizadas
no poés-operatoério imediato em varios animais dos grupos tratados (10/14), ndao sendo
verificada a particularidade atribuida ao omento de promover ativagdo da protrombina e de
rapida mudanca do fibrinogénio para a fibrina encontrada quando em presenca de tecido
omental, o que provocaria hemostasia em curto espaco de tempo, conforme descrito por
Liebermann-Meffert; White (2012) como uma fun¢do util em ferimentos hepdaticos e
esplénicos.

Outro parametro importante a ser considerado nos resultados macroscopicos ¢ a
capacidade do enxerto de omento se aderir ao ferimento. Como descrito por Azari e
colaboradores (2012), que utilizaram o enxerto omental em feridas esofagicas, 6rgao de
grande motilidade e dificuldade de cicatrizacdo, em nosso experimento ndo houve perda do
enxerto em nenhum dos animais dos grupos tratados, mesmo considerando-se a fragilidade do
tecido implantado. De forma similar aos autores citados, os enxertos foram fixados por meio
de alguns poucos pontos € em nosso caso, logo no dia 3, ficou evidente que o tecido do
omento estava fixo e aderido ao ferimento criado em toda a extensdo, ndo sendo possivel
distingui-lo da crosta existente. Este era um objetivo especifico do projeto, avaliar a
viabilidade e permanéncia do enxerto no local da ferida.

Nao houve qualquer problema de rejei¢ao ao tecido do enxerto no local da ferida nos
grupos tratados, estando o enxerto de omento autdlogo livre (ndo pediculado) totalmente
incorporado a ferida, em todos os momentos de avaliacdo clinica, de forma similar ao descrito
por Saifzadeh e colaboradores (2009b), que utilizaram enxerto omental autdlogo sem
anastomose vascular na reconstru¢ao de vascularizacdao de fraturas recentes em um modelo de
ndo unido em caes, sendo citado como vantagem o uso de material biologico autélogo. Nossos
dados encontram-se em consondncia com o relatado por Trivedi e Gupta (2013), que
aplicaram o omento autdlogo e homologo em cdes mestigos e obtiveram resultados esperados
na revasculariza¢ao de feridas em membros do primeiro grupo (mas ndo quando utilizado o
enxerto homologo de omento, no qual houve necrose e perda do enxerto em 7/10 animais).

Em nosso experimento, como esperado, por se tratar de ferimentos tratados por 2?
intencdo, houve a formagdo de cicatriz tanto nos grupos tratados como nos controles. A
possibilidade de regeneracdo pela presenca de células omentais, similares a células tronco,

descrita por Meza-Perez; Randall (2016); Litbarg e colaboradores (2007) nao modificou o
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aspecto final das lesdes aos 14 dias. Conforme demonstrado por Dunkin e colaboradores
(2007), a profundidade do ferimento ¢ determinante para a evolucdo do reparo por segunda
intencdo, sendo que lesdes com espessura total da pele sdo caracterizadas por formagao de
fibrose com consequente cicatriz € nao regeneracdo; Em nosso experimento, nao houve
modificacdo deste processo, mesmo em presenca de células com capacidade de regeneragdo,
oriundas do omento.

As mensuragOes de area das feridas foram realizadas nos dias 0, 3, 7, 10 e 14 do
experimento ¢ comparadas com os grupos controles. As imagens para acompanhamento
fotografico estdo dispostas na figura 16. Foi observado aumento no tamanho da ferida na
mensuracao ao terceiro dia, o que ¢ comum em feridas abertas devido a retragdo das margens;
a partir de entdo as feridas diminuiram significativamente de tamanho em todos os grupos
quando comparava-se com as medidas do dia 3, com o grupo controle mostrando maior nivel
de significancia ao sétimo dia (figuras 17 e 18). Entretanto, nos testes de comparagdo entre os
grupos os resultados demonstraram que nao houve diferenca significativa entre os tratados e
controles, ndo sendo possivel afirmar que o omento promoveu a diminui¢ao da area da ferida
no modelo utilizado.

Estes dados devem ser analisados cuidadosamente, devendo-se considerar o fato de
que as mensuragdes das feridas com o omento foram dificultadas pela sobreposi¢do das
margens da ferida pelo tecido omental, além de, possivelmente, ter havido aumento de
tamanho deste pela ativagao apos sua implantacao na ferida, devido ao processo inflamatorio
e presenca do fio de sutura, conforme descrito por Litbarg e colaboradores (2007), que
observaram um aumento de até 20 vezes no tecido do omento ativado por corpo estranho
(polidextrano) em um prazo de uma semana. Dados similares foram descritos por Teixeira
(2018), que verificou aumento do enxerto de omento livre sem anastomose quando utilizado
no espago subcutineo sob feridas suturadas de pele de felinos submetidos a
ovariossalpingohisterectomia. Diferentemente destes achados, Claro Junior e colaboradores
(2014) ao utilizarem o omento maior em retalho pediculado no subcutaneo de ratas obesas,
relataram haver contracdo do retalho ao invés de aumento do tamanho quando ativado, em
comparacao ao retalho mantido dentro da cavidade peritoneal.

Deve ser ressaltado que a re-epitelizagdo ¢ um pardmetro importante na cicatrizagao,
com consequente fechamento do meio interno o mais precoce possivel. Em nosso
experimento nao foi possivel mensurar a re-epitelizacdo e nao houve fechamento completo

das feridas aos 14 dias em nenhum dos animais dos grupos tratados e dos controles. A
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avaliacdo da éarea de re-epitelizagdo, como descrito por Amadeu e colaboradores (2007) e
Georgii (2011), foi inviavel nas feridas tratadas com o enxerto omental, por haver a

sobreposicao do tecido do enxerto sobre as bordas da lingua migratoria de queratinocitos.

DO D3 D7 D10 D14

Figura 16. Evolucdo das lesdes cutaneas de ratos avaliadas nos dias 0, 3, 7, 10 e 14 para posterior
analise morfométrica com o software Image J. Grupos: CT7 - Controle 07 dias, OM7 — Omento 07
dias, CT14 - Controle 14 dias, OM14 - Omento 14 dias.
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Figura 17. Analise morfométrica das lesdes cutineas de ratos com ou sem o uso de enxerto omental
livre sem anastomose vascular, aos sete dias pos-cirurgia. As areas foram calculadas a partir das
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imagens obtidas nos dias 0, 3, 7 e analisadas com o software Image J. Os dados sdo expressos como
média + DP. * diferenga significativa em relagdo ao momento d0 (*p < 0,05; **p <0,01); # diferenca
significativa entre os momentos d3 e d7 (#p<0,05; ##p < 0,01); ndo houve diferencas significativas
entre os grupos Controle e Omento em nenhum dos momentos (p>0,05).
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Figura 18. Analise morfométrica das lesdes cutaneas de ratos com ou sem o uso de enxerto omental
livre sem anastomose vascular, aos quatorze dias pos-cirurgia. As areas foram calculadas a partir das
imagens obtidas nos dias 0, 3, 7, 10 e 14 e analisadas com o software Image J. Os dados sdo expressos
como média = DP * diferenca significativa em relagdo ao momento d0 (*p<0,05; **p<0,01); #
diferenga significativa em relacdo ao momento d3 (#p<0,05; ##p<0,01); ndo houve diferencas
significativas entre os grupos Controle € Omento em nenhum dos momentos (p>0,05).

5.2 Avaliagdes histopatoldogicas

Os estudos histopatologicos sdao normalmente utilizados para avaliar a eficacia de
produtos na cicatrizagdo de feridas, e neste trabalho, foi utilizada coloracao com hematoxilina
e eosina (HE). As pecas histologicas, coletadas cirurgicamente apos eutanasia dos animais,
foram avaliadas quanto a presenca de infiltrado neutrofilico, infiltrado mononuclear,
neovascularizagdo, edema, necrose e fibrose, nos grupos tratados (OM7/OM14) e nos grupos
controle (CT7/CT14), graduadas de acordo com sistema de escores, em 0 - ausente, 1 —
discreto, 2 — leve, 3 — moderada e 4 - intenso, estando a frequéncia dos achados discriminada

na tabela abaixo:
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Tabela 4. Frequéncia de observacdes na avaliagdo microscopica de cicatrizagdo cutanea em ratos
tratados com enxerto omental livre, sem anastomose vascular, em comparagdo com grupos controle.

Escore Grupo Infiltrado Infiltrado

Neutrofilico Mononuclear Neovascularizagio  Edema Necrose Fibrose

0—Ausente 0 4 2 6 0 0
1-Discreto 4 0 2 1 0 0
2-Leve OoM7 1 2 3 0 1 1
3—Moderado 0 1 0 0 3 4
4 — Intenso 2 0 0 0 3 2
0—Ausente 0 2 2 7 0 0
1-Discreto 1 1 5 0 1 0
2-Leve CT7 0 2 0 0 0 1
3—Moderado 4 1 0 0 3 4
4—Intenso 2 1 0 0 3 2
0—Ausente 3 1 4 3 0 0
1-Discreto 0 1 0 0 1 1
2-Leve OM14 1 0 2 3 3 3
3—Moderado 3 5 1 1 3 3
4—Intenso 0 0 0 0 0 0
0—Ausente 5 3 5 6 5 0
1-Discreto 0 2 1 1 0 1
2-Leve CT14 2 2 1 0 2 5
3—Moderado 0 0 0 0 0 1
4—Intenso 0 0 0 0 0 0

OM7 — Grupo omento sete dias; CT7 - Grupo controle sete dias; OM14 — Grupo omento quatorze
dias; CT14 - Grupo controle quatorze dias.

Na histopatologia todos os enxertos omentais livres mostraram-se viaveis, sendo que
houve incorporagdo do tecido a ferida, com formagdo de tecido fibroso entremeado ao
enxerto. Considerando-se a infiltragdo inflamatéria, ndo houve diferenca entre os grupos
tratados e controles quanto a neutrofilos, tanto nos grupos 7 dias quanto nos 14 dias (figura
19). Houve diferenga significativa na avaliagdo do infiltrado mononuclear (OM 2,286 + 1,254
vs CT 0,857 + 0,899, p = 0,0437) nos animais eutanasiados aos 14 dias, quando varios
animais tratados (5/7) com omento receberam escore moderado, enquanto o escore mais
elevado no grupo controle foi leve (2/7), achado similar ao de Azari e colaboradores (2012)

que avaliaram o enxerto omental livre autdlogo e sem anastomose vascular na cicatrizacdo de
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esofago de cdes. Este dado pode ser considerado esperado, pelo aumento consideravel que o
omento tem ao ser exposto a fatores pro-inflamatorios, quase que totalmente devido ao seu

estroma, rico em macrofagos.

e .
Figura 19. Avaliacdo histopatologica de lesdo cutdnea tratada com enxerto omental livre sem
anastomose vascular aos sete dias de evolugdo da ferida (OM7) em rato, destacando-se o infiltrado

inflamatorio. (A) infiltrado neutrofilico moderado, coloracdo HE, objetiva 10x. (B) infiltrado
mononuclear intenso, coloragdo HE, objetiva 20x.

Considerando-se a neovascularizagcdo, importante parametro quando se busca as
vantagens de utilizar o enxerto de omento, nao houve diferenga significativa entre os grupos
tratados e controles (tabela 5), diferente dos achados de Saifzadeh, Hobbenaghi, Asadolahi
(2009), que utilizaram enxerto omental livre autélogo na cicatrizagdo de lesdes esofagicas,
com aumento da neovascularizagdo nos grupos tratados e por Azari e colaboradores (2012),
que descreveram haver angiogénese significativa (p=0,027) no grupo tratado com enxerto
omental livre em esofago de caes.

Em nosso trabalho, ndo ficou claro o aumento de vasos sanguineos no local da ferida,
havendo trés animais com neovascularizacdo leve (grau 2 no escore estabelecido) no grupo
OM?7 e dois animais com neovascularizagdao leve e um animal classificado como moderado
(grau 3) no grupo OM14 (figura 20). Como descrito por Litbarg e colaboradores (2007), a
capacidade de promover cicatrizagdo através do omento esta intimamente associada ao grande
numero de vasos neoformados, entre outros fatores envolvidos, que surgem quando o omento
¢ ativado. Na sua forma ndo ativada, o omento tem predominéancia de tecido adiposo, mas
uma vez estimulado por corpo estranho ou inflamacgao, o nimero de vasos aumentou em trés

vezes e a quantidade de sangue em duas vezes no periodo de uma semana.
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A formagdo de edema (figura 20B) foi um achado pouco frequente e com baixa
intensidade, sem diferenga estatistica entre os grupos tratados com enxerto omental livre sem
anastomose € os controles. Apesar da literatura ressaltar a capacidade do omento na drenagem
de liquidos, deve-se considerar que os artigos referem-se ao uso do enxerto pediculado, como
no trabalho de Goldsmith e colaboradores (1967), que relatam haver absor¢do de edema na
presenca de tecido omental utilizado para tratar linfedema em membros superiores de
pacientes humanos mastectomizados, ¢ de Goldsmith; Steward; Duckett (1985), que
descreveram a capacidade do omento pediculado aumentar a vascularizagao e diminuir a
forma¢ao de edema em gatos com lesdo medular. Mais recentemente, Meza-Perez; Randall
(2017) descreveram as capacidades imunoldgicas do omento, mas também enfatizaram a
intensa vascularizagao e estimulo a angiogénese, o que levaria a um crescimento de vasos
sanguineos, que aliados ao seu potente sistema linfatico, poderia absorver enormes
quantidades de fluido e residuos metabolicos e toxicos do local de inflamagdo e cicatrizacao.
Uma vez que no presente trabalho o enxerto ndo tinha um pediculo que permitisse a
drenagem, e também ndo foi observado aumento na vascularizacdo, era de se esperar que nao

houvesse uma maior atuacdo do biomaterial na drenagem de liquidos, em relagdo ao controle.

Figura 20. Avaliacdo histopatologica de lesdo cutdnea em rato tratado com enxerto omental livre,
sem anastomose vascular, quanto a neovascularizacdo (OM14) e edema (OM?7). (A) formagao difusa
de vasos com presenga de hemacias em seu interior, caracteristico de neovascularizagdo em omento,
coloragdo HE, objetiva 20x. (B) fibras de colageno levemente espagadas em derme profunda,
caracteristico de edema, coloragdo HE, objetiva 20x.

Considerando-se a presenca de necrose e de fibrose, dois parametros relevantes na
resolugdo de feridas, € possivel verificar que houve necrose moderada (3/7) ou leve (3/7) do

tecido adiposo em animais do grupo tratado OM14 (figura 21A), principalmente na parte
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central do enxerto, de padrdo concéntrico, de forma bastante similar ao descrito por
Bornemisza ¢ colaboradores (1987), ao utilizarem enxerto omental sem anastomose na
cicatrizagdo de serosa gastrica, em oposicdo a apenas 2/7 dos animais CT14, que
apresentaram necrose leve e 5/7 com auséncia deste parametro. Estes autores descreveram que
0 uso do omento livre em fragmentos volumosos poderia levar a necrose a partir do quarto
dia. Em nosso trabalho, o fragmento retirado da bursa omental, acabou por incluir o folheto
ventral e também o dorsal da bursa, levando a que o enxerto na ferida tivesse excesso de
tecido em muitos animais, o que pode ter gerado isquemia, seguida de necrose.

Nao houve diferenca estatisticamente significante neste pardmetro histopatologico,
entretanto deve ser considerado o uso de fragmentos do enxerto de omento em tamanho
similar a lesdo a ser recoberta, a fim de evitar esta possibilidade. Necrose no tecido adiposo
do omento também foi descrita por Shen; Shen (2003), ao utilizarem enxertos com
anastomose vascular ou retalhos pediculados na cicatrizagdo de feridas refratarias causadas
por injuria elétrica, avulsdo do escalpe, tlceras por radiagdo com severa infec¢do e necrose
tecidual ou ainda neoplasias no esterno.

Sobre a fibrose (figura 21B), nao houve diferenca significativa nos escores
encontrados entre os grupos, seja na fase de proliferacio (OM7/CT7) ou na fase de
remodelamento (OM14/CT14). Era esperado que o omento estimulasse a formagdo de tecido
cicatricial, por seus varios fatores de crescimento presentes e células inflamatorias dos milky
spots, entretanto ndo foi confirmada a hipotese neste modelo experimental, contrariando o
descrito por Saifzadeh, Hobbenaghi, Asadolahi (2009) que descreveram haver marcado grau
de fibrose nos animais tratados com enxerto autélogo omental sem anastomose sobre feridas
esofagicas.

A presenca de células tronco no enxerto omental, assim como células moduladoras da
resposta imune, pode favorecer a formagdo menor de fibrose e consequentemente modular a
regeneragdo, entretanto, deve-se considerar que a formacdo precoce de fibrose favorece o
aumento da forca ténsil no local da ferida e a migracdo epitelial, que promove fechamento
precoce do meio interno, caracteristicas benéficas para a preservacao da vida.

Em medicina veterinaria, diferente da medicina humana, pouca atencao tem sido dada
a perda de funcdo ou estética indesejada por fibrose nas resolu¢des de feridas em animais,
devendo ser um campo a ser considerado em futuro préximo, a fim de direcionar a resposta

para a regeneracao e nao simplesmente para a formagao de tecido cicatricial.
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Nossos achados histopatologicos dos animais tratados evidenciaram a formagdo de
fibrose, com incorporagdo do enxerto ao tecido de granulagdo, de forma similar ao descrito
por Claro Junior e colaboradores (2014), ao utilizarem retalho de omento no subcutaneo de
ratas, avaliados por coloragdo HE, apds oito semanas da cirurgia. A figura 21B mostra a
formagao de tecido cicatricial, em animal do grupo tratado sete dias apds a cirurgia de
implante do enxerto livre, podendo ser observado como o omento foi infiltrado por tecido
conjuntivo. A deposi¢do precoce de matriz de conjuntivo tem como principal efeito benéfico
o aumento da resisténcia ténsil e ¢ vista como caracteristica desejavel na avaliagao de
cicatrizagao.

A formacgao de fibrose estd associada a producdo de cicatriz na lesdo e Guntner e
colaboradores (2008) discutiram se o controle e retardo da formacao de fibrose seria uma
forma de manipular o processo de cicatrizagao de feridas em mamiferos, de modo que este
mude para a regeneracdo no qual as células multipotentes possam viabilizar a regeneragdo do
tecido em vez da produgdo de cicatrizes, muitas vezes limitantes e esteticamente
desagradéaveis. Neste contexto, o uso do enxerto aqui apresentado poderia auxiliar por meio
das células omentais, com caracteristicas de células mesenquimais, sem entretanto ter sido

visto em nossos resultados da histopatologia evidéncias de regeneragao.

Figura 21. Avaliacdo histopatologica de lesdo cutdnea em rato tratado com enxerto omental livre,
sem anastomose vascular, demonstrando a necrose (OM14) e fibrose (OM7). (A) extensa area de
necrose em omento, coloragdo HE, objetiva 20x. (B) tecido cicatricial extenso caracterizando
fibrose, coloragdo HE, objetiva 10x.

Outros achados relevantes foram presenca de infec¢do e de hemorragia, conforme
demonstrados na figura 22. Liebermann-Meffert (2000); Liebermann-Meffert; White (2012);

Koppe e colaboradores (2014) descreveram a capacidade do omento de promover hemostasia,
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em oOrgaos tao irrigados quanto figado e bago, com parada do estado hemorrdgico em curto
espaco de tempo, tendo sido este efeito associado a capacidade do omento de promover a
ativacdo de protrombina, como ja discutido no item 5.1 (Avaliagdes macroscOpicas €
morfométricas), entretanto no presente trabalho, dois animais do grupo tratado OM7
apresentaram extensa area de hemorragia no exame histopatoldgico, ndo sendo possivel
confirmar este efeito benéfico do enxerto omental. Quadro de hemorragia no histopatolégico
ocorreu em dois animais dos sete operados no grupo CT7.

Ao utilizar esses dados juntamente com o observado nas avaliagdes macroscopicas
(Anexo C), em que 10 animais dos grupos tratados tiveram hemorragia descrita na ferida no
pos-operatorio imediato, pode-se concluir que no modelo utilizado ndo foi observada a
caracteristica de hemostasia atribuida ao omento.

A presenga de infeccdo nas avaliagdes clinicas e de coldnias bacterianas na avaliacao
histopatologica em trés animais dos grupos tratados parece diferir dos trabalhos de Meza-
Perez; Randall (2017) e Liebermann-Meffert; White (2012) sobre a participa¢do do omento na
imunidade local e de Song (1989), que descreveu o uso de enxerto omental sem anastomose
em feridas infectadas de tecidos moles e ossos em pacientes humanos, com sucesso
terapéutico, sendo uma indicacdo descrita para tratamento de ferimentos gravemente
infeccionados, como opg¢ao a amputacdo. A presenca de grande ntimero de células de defesa
inata e especifica no tecido omental, em numero aumentado quando em ambiente inflamado,
ndo promoveu o controle de processos infecciosos, mas deve-se considerar que os animais
foram mantidos em ambiente contaminado e¢ sem uso de antibidticos, como discutido

anteriormente (5.1 Avaliagdes macroscopicas e morfométricas).
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Figura 22. Avaliacdo histopatologica de lesdo cutdnea em rato tratado com enxerto omental livre, sem
anastomose vascular (OM?7), evidenciando-se presenga de bactérias e hemorragia. (A) focos discretos
de substancia amorfa fortemente basofilica sugestivo de colonia bacteriana (seta) em meio a extensa
area de necrose e moderada presenga de infiltrado inflamatorio misto, coloragdo HE, objetiva 20x. (B)
extensa area de hemorragia em meio a moderado infiltrado inflamatério linfoplasmocitario em tecido
omental na ferida, coloracdo HE, objetiva 20x.

Tabela 5. Resultados da avaliagdo estatistica pelo Teste de Mann-Whitney de comparacdo entre
caracteristicas histopatologicas na cicatrizagdo de feridas cutaneas de ratos saudaveis, com e sem o uso
de enxerto omental sem anastomose vascular.

Infiltrado Infiltrado Neovasculariza¢do Edema Necrose Fibrose
Neutrofilico Mononuclear
OM CT OM CT OM CT OM CT OM CT OM CT
X= X= X= X= X= X= X= X= X= X= X= X-=
7 3,143 3,000 1,000 1,714 1,143 0,714 0,142 0,0 3,286 3,143 3,143 3,143
dias
o= c= o= c= o= o= o= o= c= c= c= o=
0,690 1,000 1,291 1,496 0,899 0,488 0,378 0,0 0,755 1,069 0,690 0,690
p=>0,9999 p=10,399 p=10,469 p=>0,999 p=>0,999 p=>0,999
ns ns ns ns ns ns
OM CT OM CT OM CT OM CT OM CT OM CT
¥x- ¥ X X- X- X- X% X- X- X- X- X-
14 1,571 0,714 2,286 0,857 1,000 0,428 1,286 0,142 1,143 0,571 2,286 2,000
dias
o= c= o= c= o= o= o= o= c= c= c= o=
1,512 1,254 1,254 0,899 1,291 0,786 1,254 0,378 1,464 0,975 0,755 0,577
p=10,396 p=10,0437 p=10,486 p=10,069 p=10,486 p=10,494

ns

*

ns

ns

ns

ns

X = média, 6 = desvio padrio, p = probabilidade de significAncia, ns = ndo significativo, * =
significativo, OM = Grupo omento, CT = Grupo controle.
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5.3 PCR e Imunohistoquimica

No presente projeto, as técnicas de reacdo em cadeia da polimerase por transcri¢ao
reversa (RT-PCR) e Imunohistoquimica foram utilizadas para avaliar a participacdo do
enxerto omental autdlogo, sem anastomose vascular, na cicatrizacdo cutanea, mensurando-se
colageno, citocinas e fatores de crescimento importantes para a resolucdo de feridas. A
quantifica¢do dos niveis de mRNA por RT-PCR ¢ um método sensivel, que permite a analise
da expressao de genes a partir de quantidades bastante reduzidas de RNA, enquanto a técnica
de imunohistoquimica ¢ utilizada rotineiramente em muitos laboratorios veterindrios para fins
de diagnostico e pesquisa, tendo havido melhora na capacidade de detectar antigenos em
amostras de tecidos, principalmente em pegas conservadas em formaldeido, que possui efeitos
indesejados sobre a reagdo antigeno-anticorpo, por alterar a forma dos epitopos e

consequentemente fornecendo resultados falso-negativos.

5.3.1 Colageno

Foram quantificadas a expressdao gé€nica de colageno tipo III aos sete e 14 dias e
também identificados no foco das feridas, por IH, a quantidade de colageno tipo I e III aos 14
dias, por serem importantes na cicatrizagdo, ao promoverem aumento de resisténcia a tragao
no local lesionado. A hipotese proposta, de que o enxerto omental livre estimularia a sintese
de maior quantidade de coldgenos I e III nas fases de proliferacdo e de inflamacao,
respectivamente, nao foi confirmada, por ndo haver diferenca estatistica significativa entre os
grupos tratados e controles, tanto na expressao dos genes de sintese do colageno III, quanto na
quantifica¢do de colageno I e III aos 14 dias, através de IH, conforme figuras 23 e 24, o que
confirma achados histopatologicos de fibrose, sem diferenga significativa nos escores entre os
grupos, na fase de proliferacao e também na de remodelamento.

Quanto ao colageno III, a expressao gé€nica por RT-PCR e a avaliagdo por IH
demonstraram que houve sintese e deposicdo deste colageno aos sete dias e quantidades
similares ao controle aos 14 dias, conforme figuras 23 e 25C/D. Clore; Cohen; Diegelmann
(1979) descreveram que a maior produgao deste colageno ocorre em até 24 horas apds lesao
cutanea em ratos, reduzindo-se gradativamente até que aos sete dias, ¢ encontrado em
quantidade similar a pele normal, em torno de 20%.

Os resultados descritos diferem dos achados de Azari e colaboradores (2012) que
descreveram a maior deposi¢do de colageno com o uso de enxerto omental livre autélogo em

caes, avaliados pela técnica de tricromico de Masson para coldgeno. Ao se utilizar o omento
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em feridas, tem-se a expectativa de maior producdo de colagenos, por sabidamente haver
maior sintese de citocinas pro-fibréticas neste tecido, como FGF. No presente experimento,
nao houve diferenga significativa, ndo se confirmando a hipétese de que o omento aumentaria

a produgao de fibras colagenas, no modelo de feridas cutdneas agudas em ratos.
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Figura 23. Express@o génica do colageno tipo III em lesdes cutdneas agudas em ratos tratados com
enxerto omental livre, sem anastomose vascular e controles. (A) Comparagdo entre grupos CT7 e
OM7 (Controle 1,545 + 1,472 vs Omento 0,684 + 0,183, p = 0,6154). (B) Comparagdo entre grupos
CT14 e OM14 (Controle 1,192 + 0,839 vs Omento 1,124 + 0,943, p = 0,4156).
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Figura 24. Mensuragdo do Colageno tipo I e tipo III, por imunohistoquimica, em lesdes cutaneas
agudas em ratos tratados com enxerto omental livre, sem anastomose vascular e controles. (A)
Comparagao entre grupos OM14 e CT14, quanto a colageno tipo I (Controle 53,33 £+ 7,76 vs Omento
53,04 + 11,20, p = 0,1834). (B) Comparacido entre grupos OM14 e CT14, quanto a colageno tipo III
(Controle 55,10 + 11,82 vs Omento 57,14 £ 12,27, p = 0,8919).
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Figura 25. Imunohistoquimica de tecido de granula¢do de lesdes cutdneas de ratos, nos grupos
controles e tratados com enxerto omental livre, aos 14 dias apos a lesdo. A. Omento — colageno tipo
I; B. Controle — colageno tipo I; C. Omento — colageno tipo III e D. Controle — colageno tipo III,
objetiva 20x.

5.3.2 Fatores de crescimento
5.3.2.1 Fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF)

O VEGF foi quantificado a fim de confirmar ou ndo a hipotese de que o uso de
enxerto de omento ndo pediculado e sem anastomose vascular poderia modular a produgao
desta citocina no foco da lesao em pele de rato. O VEGF tem sido quantificado em trabalhos
sobre cicatrizagdo, por ser um potente agente mitogénico para as células endoteliais,
induzindo desta forma a neovascularizagao do foco da ferida, fornecimento de O, e nutrientes
em um ambiente anabdlico, além disso, também atua como um fator de sobrevivéncia para as
células endoteliais inibindo sua apoptose, e ainda favorece a migra¢do de queratindcitos por
induzir a substituicdo de fibrina por tecido de granulagdo, como descrito por Barrientos e
colaboradores (2008); Gurtner e colaboradores (2008).

Em nosso estudo foi realizada quantificacdo da expressao do gene de VEGF, aos sete e

aos 14 dias (figura 26), sem haver diferenca significativa em ambos os momentos (d7 - CT
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0,829 + 0,419 vs OM 0,606 + 0,378, p= 0,0898 e d14 - CT 0,854 + 0,502 vs OM 1,404 +
0,668, p= 0,1508). Foi quantificada por IH a presenca deste fator de crescimento nas feridas
cirtrgicas aos 14 dias (figuras 27 e 28), ndo havendo diferenca estatistica significativa (CT
49,58 + 8,19 vs OM 52,30 + 9,11, p = 0,6975). Estes achados sdo contrarios aos descritos na
literatura, quanto a producdo de VEGF no tecido do omento, tais como no trabalho de Litbarg
e colaboradores (2007) que descreveram que uma vez ativado por corpo estranho intra-
abdominal, o omento expande seu tamanho no periodo de uma semana e a produgdo de VEGF
aumenta até 3,5 vezes, comparado com o omento nao ativado. Como o omento ativado pelo
polidextrano expandiu em 20 vezes a massa, o conteudo total do VEGF foi proposto como
tendo aumentado em 70 vezes. Singh e colaboradores (2008) estudaram a produ¢do de VEGF
em cultura celular de estroma omental, utilizando ELISA e concluiram que a sintese de
VEGF era 10 a 20 vezes maior neste meio que nas culturas utilizadas como controle,
caracteristica que se manteve mesmo apds mais de 10 passagens no cultivo celular.

Mesmo levando-se em considera¢do as diferengas entre o modelo experimental do
presente estudo e aqueles utilizados pelos autores citados acima, era esperado que a presenga
do enxerto livre de omento tivesse estimulado a producao de VEGF, assim como o aumento
da angiogénese na analise histopatologica, quando comparado aos grupos controles, uma vez
que trabalhos com enxerto livre sem anastomose vascular, como o de Oloumi e colaboradores

(2006) em fraturas tibiais, comprovaram formagdo de neovascularizacdo significativa aos 14

dias.
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Figura 26. Expressdao génica do Fator de Crescimento de Endotélio Vascular (VEGF) em lesoes
cutineas agudas em ratos tratados com enxerto omental livre, sem anastomose vascular e
controles. (A) Comparagéo entre grupos OM7 e CT7 - Controle 0,829 £ 0,419 vs Omento 0,606 +
0,378, p = 0,0898. (B) Comparagdo entre grupos OM14 ¢ CT14 - Controle 0,854 + 0,502 vs
Omento 1,404 + 0,668, p = 0,1508.
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Figura 27. Imunohistoquimica de tecido de granula¢do de lesdes cutdneas de ratos, nos grupos
controles e tratados com enxerto omental livre, aos 14 dias apos a lesdo, para fator de crescimento de
endotélio vascular. A. Omento; B. Controle, objetiva 20x.
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Figura 28. Mensurag¢do do Fator de Crescimento de Endotélio Vascular (VEGF), por
imunohistoquimica, em lesdes cutdneas agudas em ratos tratados com enxerto omental livre, sem

anastomose vascular e controles. Comparagdo entre grupos OM14 ¢ CT14 - CT 49,58 + 8,19 vs
OM 52,30 +9,11, p=0,6975.

5.3.2.2 Fator de Crescimento de Fibroblastos 2 (FGF2)

Considerando-se que a literatura disponivel descreve que FGF2 esta aumentado em
feridas cutaneas, com atividade mitogénica sobre varias células, principalmente nas fases
iniciais da cicatrizagdo (WERNER; GROSE, 2003; PLATELL et al., 2000); que isquemia
muscular induz a sua expressao, como mecanismo de angiogénese (WALGENBACH et al.,
1995); que o implante de omento em modelos de cicatrizagdo gastrica em ratos demonstrou
que a angiogénese também ¢ mediada por este polipeptidio (MATOBA; KATAYAMA;
OHAMI, 1996) e que, segundo Gurtner e colaboradores (2008), ¢ considerado um dos

reguladores mais importantes da angiogénese, juntamente com o VEGFa, decidimos avaliar se
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o enxerto omental livre foi capaz de interferir na sintese de FGF2 quando utilizado sobre
feridas cutaneas agudas.

Em nossos resultados, obtidos através de quantificagdo de mRNA para FGF aos sete e
aos 14 dias apos a realizagdo de lesdo cutanea, nao houve diferenga estatistica entre os grupos
tratados e os seus controles (d7 - CT 1,385 £+ 1,234 vs OM 0,721 + 0,318 p= 0,6154, d14 -
CT 0,806 £ 0,266 vs OM 0,652 + 0,293, p= 0,8527). Diferente do esperado, a producdo de
FGF nao se modificou quando a ferida cutanea foi exposta ao tecido omental (figura 29), suas
células e seus fatores de crescimento. O omento € rico em macroéfagos e uma vez ativado,
aumenta consideravelmente o tecido do estroma, rico em FGF, mas sem alteragdo na
quantidade de adipdcitos, como descrito por Litbarg e colaboradores (2007). As fases
propostas no experimento, de transicdo da inflamagdo para proliferagdao (sete dias) e desta
para a maturagao (14 dias), deveriam diferir quanto a expressao de FGF, com maior
quantidade no primeiro, entretanto, ndo foi observado este padrdo no presente experimento,

quanto aos grupos tratados.

PCR FGF 7 dias PCR FGF 14 dias
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Figura 29. Expressdo génica do Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF2) em lesdes cutineas
agudas em ratos tratados com enxerto omental livre, sem anastomose vascular e controles. (A)
Comparagdo entre grupos OM7 e CT7 — CT 1,385 = 1,234 vs OM 0,721 = 0,318 p= 0,6154. (B)
Comparagao entre grupos OM14 ¢ CT14 (CT 0,806 £+ 0,266 vs OM 0,652 £ 0,293, p= 0,8527).

5.3.2.3 Fator de crescimento transformador-f (TGF-f)
A analise imunohistoquimica das pecas histologicas permitiu quantificar TGF-3 em
nosso experimento, com diferenga significativa entre os controles e os tratados com o omento

em 14 dias (figuras 30 e 31) (CT 58,58 + 21,52 vs OM 51,36 + 8,12, p = 0,0008).
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Figura 30. Mensura¢es por meio de Imunohistoquimica de Fator de Crescimento Transformador-3
(TGF-B) em lesdes cutaneas agudas em ratos tratados com enxerto omental livre, sem anastomose
vascular e controles. Comparagdo entre grupos OM14 ¢ CT14 (CT 58,58 £21,52 vs OM 51,36 £ 8,12,
p = 0,0008). *** diferenca significativa entre os grupos.

Por seus variados efeitos no processo cicatricial, como neovascularizagdo, proliferacao
de fibroblastos, diferenciacdo destes em miofibroblastos e deposi¢do de matriz, TGF- B tem
sido a citocina mais estudada no reparo de feridas (KWAN; TREDGET, 2017; GOLDBERG
et al, 2007; WERNER; GROSE, 2003) e por ser uma citocina pro-fibrotica e liberada por
muitos tipos celulares no foco da ferida, pode-se avaliar que ao apresentar valores de TGF-3
menores que os controles, mas uma quantidade maior de células mononucleares (mondcitos e
macrofagos), as feridas tratadas com o enxerto de omento livre estdo em uma fase do reparo
de feridas mais precoce, ou seja, provavelmente ainda encontram-se em fase inflamatoria,
com muita celularidade e menor quantidade desta citocina.

Aos 14 dias seria esperado uma maior deposi¢do de matriz extracelular e diminui¢do
do numero de células, sejam inflamatérias ou até da neovascularizacdo e fibroblastos. Neste
momento deveria estar ocorrendo a transi¢do para fase de maturagdo, na qual ¢ esperada a
reorganizacdo do coldgeno, com aumento da forca ténsil e ndo mais a presenga de células.
Seria interessante diferenciar a polarizacdo dos macrofagos encontrados nas feridas, tanto dos
controles quanto nos tratados, a fim de verificar se o perfil ¢ M1 (inflamatorio), secretor de
IL-1 e TNF-a ou M2 (anti-inflamatério) secretor de IL-10 e TGF-f (STRAYER; RUBIN,
2015; MANTOVANI et al, 2004), o que nao foi avaliado em nosso trabalho. Desta forma,
considerando apenas os resultados disponiveis, o omento pode ter atrasado a cicatrizagdo nos

grupos tratados, por prolongar a fase inflamatoria do reparo das feridas agudas em ratos.
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Figura 31. Imunoh1stoqu1rmca de temdo de granulagdo de lesdes cutaneas de ratos, nos grupos
controles e tratados com enxerto omental livre, aos 14 dias apds a lesdo, para fator de crescimento
transformador . A. Omento; B. Controle, objetiva 20x.

Viérios trabalhos demonstraram a capacidade do omento de promover a cicatrizagao
em orgaos diversos (THOMPSON; POLLOCK, 1945; CANNADAY, 1948; GOLDSMITH,
1968, 1973; BORNEMISZA et al, 1987; SONG, 1989; LIEBERMANN-MEFFERT, 2000;
SHEN; SHEN, 2003; OLOUMI et al, 2006; LITBARG et al, 2007; SAIFZADEH et al,
2009a,b; AZARI et al, 2012; MAZZAFERRO et al, 2017, MEZA-PEREZ; RANDALL,
2017), ndao sendo, entretanto, descrito o seu uso em lesdes cutaneas em ratos.

Alguns pontos devem ser discutidos quanto aos resultados obtidos, considerando-se as
técnicas utilizadas para quantificar o processo cicatricial com e sem o uso de enxerto livre de
omento. A ativagao do tecido doador, neste caso o omento, previamente a sua implanta¢ao no
leito receptor, como realizado em plasma rico em plaquetas (PRP), poderia aumentar a
producao de polipeptideos locais como VEGF e FGF, podendo ser objeto de estudo em futuro
proximo. O PRP tem sido largamente utilizado em medicina veterinaria e humana, como
promotor de cicatrizagdo por liberagdo de citocinas e fatores de crescimento, exatamente os
mesmos mecanismos incriminados no uso do omento.

Outro ponto importante sobre o presente trabalho ¢ a mensuragao de areas das lesoes,
uma vez que houve aumento do tecido implantado, exatamente como descrito por Litbarg e
colaboradores (2007), que demonstraram que o omento ativado aumenta em tamanho e massa,
principalmente devido a células do estroma e ndo adiposas. Para comparacao, o omento em
seu estado ndo ativado ¢ composto de até 95% de tecido adiposo, entretanto, uma vez ativado,
estas diminuem para menos de 30%, sendo todo o restante composto por células inflamatorias
e células que expressam marcadores para células tronco. Nas mensuragoes das areas das

lesdes, houve o recobrimento das bordas das lesdes nos grupos tratados, principalmente nas
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primeiras imagens obtidas (dias trés e sete), devido ao aumento de volume do tecido do
enxerto, o que dificultou a determinagdo das bordas das feridas e consequentemente das
mensuragdes e resultados obtidos na avaliagdo macroscopica.

A ressaltar ainda, que a utilizagdo de enxerto sem anastomose nao requereu nenhum
treinamento ou equipamentos especializados para realizar os procedimentos cirirgicos. A
necessidade de microscopio cirurgico, material de sutura 9-0 a 11-0, instrumentos para
microcirurgia, entre outros materiais, sdo fatores limitantes para o uso do enxerto com
anastomose vascular, conforme descrito por Fossum (2007). A necessidade de vasos de
tamanhos similares tanto no enxerto quanto no leito receptor ¢ outro fator a ser considerado
no enxerto com anastomose. Um enxerto omental vascularizado ¢ tecnicamente mais dificil e
com maior taxa de falha, devido a erros na preparagdo vascular e anastomoses, sendo que
enxertos omentais livres podem exercer efeitos benéficos na cicatrizagdo mesmo sem
microanastomose vascular, como descrito por Saifzadeh; Hobbenaghi; Asadolahi (2009).

O interesse pela utilizagdo do enxerto omental livre sem anastomose ressurgiu ha
pouco mais de uma década (TEIXEIRA, 2018; AZARI et al., 2012; SAIFZADEH;
HOBBENAGHI; ASADOLAHI, 2009; SAIFZADEH et al., 2009; OLOUMI et al., 2006;
BORNEMISZA et al., 1987) e, portanto, pouco ainda se sabe sobre sua melhor forma de
utilizagdo e seu efetivo potencial de estimulo ao reparo de tecidos lesados. Nenhum trabalho
foi encontrado com relato de seu uso para auxilio na cicatrizagdo de pele em feridas abertas,
conforme foi utilizado no presente estudo, € a tUnica experiéncia relatada em feridas
cicatrizando por primeira intengdo ¢ bem recente (TEIXEIRA, 2018), oriunda de nosso grupo
de pesquisa, o que abre um grande campo de possibilidades de estudo, com motivacao na
praticidade e seguranca de sua utilizagao.

A expectativa da obtengdo de alguns resultados, como o estimulo a angiogénese e
producdo de seus fatores relacionados (VEGF e FGF2), maior quantidade de coldgeno e
incremento na retragdo da ferida, ndo foi aqui alcangada. Entretanto, deve-se considerar que
estes dados sdo embasados nos relatos de outras formas de utilizagdo do omento (retalho e
enxerto livre vascular) ou na aplicagao do enxerto livre sem anastomose em outros tecidos
(osso e esbdfago) e, portanto, outros aspectos do processo cicatricial ainda podem ser
investigados, como o envolvimento de variadas células e moléculas importantes na complexa
“cascata” da cicatrizagdo.

Como possivel continuidade desta linha de pesquisa, o uso em cicatrizacao de tecido

omental livre, sem anastomose vascular, podera ser avaliado em feridas de dificil resolugao,
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como descrito em trabalhos anteriores com excelentes resultados do enxerto pediculado
(MAZZAFERRO et al., 2017; FALCAO et al., 2016; FERRIGNO et al., 2010; CIUCE et al.,
2003; LOSKEN; CARISON; CULBERTSON, 2002; LASCELLES; WHITE, 2001). Neste
experimento, o enxerto omental livre foi utilizado em feridas agudas de ratos jovens e
saudaveis, entretanto poderia ser testada a mesma hipdtese da influéncia do omento sobre
ratos diabéticos ou em modelos de feridas isquémicas, sabidamente com dificuldade de

cicatrizagao.
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6 CONCLUSOES

A utilizacdo do omento livre autélogo sem anastomose vascular na cicatrizagdo
cutanea ¢ viavel, nao tendo ocorrido rejeicao, perda do enxerto ou prejuizo a cicatrizagcao nas
lesdes agudas avaliadas macroscopicamente em ratos saudaveis.

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos tratados e controles quanto a avalia¢do
morfométrica das lesdes cutdneas em ratos, devendo ser ressaltado o aumento de volume do
enxerto nos grupos com omento, justificado pela ativagao celular deste 6rgao em ambiente
inflamado.

As caracteristicas histopatologicas dos grupos tratados diferiram dos controles
estatisticamente quanto ao infiltrado mononuclear, sendo maior nos animais tratados aos 14
dias de pos-cirurgico.

Nao houve diferenca significativa na deposi¢do de colagenos tipo I e tipo III entre
feridas cutdneas com o uso de enxerto omental livre e seus controles, ndo sendo possivel
afirmar que o omento promoveu maior produ¢do de colagenos.

Quanto as avaliacdes de fatores de crescimento, ndo foi confirmado o aumento
esperado na produgdo de VEGF e FGF e houve a menor produ¢ao de TGF-B nos animais
tratados aos 14 dias.

Pode-se concluir que o omento ndo acelerou a cicatrizacdo cutdnea em ratos no
modelo de feridas agudas, com aumento de infiltrado mononuclear e diminuicdo de TGF-3

aos 14 dias.
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B Histopatologia

LAMINAS Infiltrado Infiltrado NEOVASCUL | EDEMA | NECROSE FIBROSE OUTRAS OBSERVACOES
H.E neutrofilico | Mononuclear ARIZACAO
OMENTO 7 3 2 1 0 3 2 Formacao de crostas com presenga de
DIAS (1) colonia bacteriana secundaria
OMENTO 7 4 0 2 0 3 3 Formagao de crostas, foco discreto de
DIAS (2) hemorragia
OMENTO 7 2 2 1 0 4 4 Formacao de crostas com presenga de
DIAS (3) coldnia bacteriana secundaria e
congestao leve
OMENTO 7 4 3 2 1 4 4 Formacgao de crostas com focos de
DIAS (4) hemorragia e colonia bacteriana
secundaria, focos aleatorios de
mineralizagdo
OMENTO 7 3 0 2 0 2 3 -
DIAS (5)
OMENTO 7 3 0 0 0 4 3 Formagao de crostas com area de
DIAS (6) hemorragia moderada, presenga de
colOnia bacteriana secundaria, focos
de mineralizacdo discretos e
aleatorios
OMENTO 7 3 0 0 0 3 3 Formagao de crostas
DIAS (7)
CONTROLE 7 3 3 1 0 3 3 -
DIAS (1)
CONTROLE 7 3 0 1 0 3 3 Area de hemorragia
DIAS (2)
CONTROLE 7 1 2 0 0 1 2 Formacao de crosta leve
DIAS (3)
CONTROLE 7 3 1 1 0 4 3 Formagao de crostas
DIAS (4)
CONTROLE 7 4 4 0 0 4 4 Formagao de crostas com area
DIAS (5) focalmente extensiva de hemorragia
CONTROLE 7 3 2 1 0 3 3 Formacao de crostas como focos de
DIAS (6) hemorragia
CONTROLE 7 4 0 1 0 4 4 Formagao de crostas
DIAS (7)
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LAMINAS Infiltrado Infiltrado NEOVASCULA | EDEMA | NECROSE | FIBROSE OUTRAS OBSERVACOES
H.E neutrofilico | Mononuclear RIZACAO
OMENTO 14 2 0 0 0 0 2 Area de ulceracdo
DIAS (1)
OMENTO 14 0 1 0 0 0 1 -
DIAS (2)
OMENTO 14 0 3 0 0 0 2 Area focal crostosa
DIAS (3)
OMENTO 14 3 3 3 2 0 3 Area crostosa com foco de
DIAS (4) hemorragia discreto
OMENTO 14 3 3 0 2 3 2 Formagao de crostas
DIAS (5)
OMENTO 14 0 3 2 3 2 3 -
DIAS (6)
OMENTO 14 3 3 2 2 3 3 Formagao de crostas com focos de
DIAS (7) hemorragia discretos
CONTROLE 14 0 0 0 0 0 2 -
DIAS (1)
CONTROLE 14 0 0 0 0 0 1 -
DIAS (2)
CONTROLE 14 0 2 0 1 0 2 -
DIAS (3)
CONTROLE 14 0 1 0 0 0 2 Formagao de crostas
DIAS (4)
CONTROLE 14 0 1 1 0 0 2 Formagao de crostas
DIAS (5)
CONTROLE 14 2 2 0 0 2 2 Formacgao de crostas com foco de
DIAS (6) hemorragia
CONTROLE 14 Média 0 2 0 2 3g Formagao com crosta com focos de
DIAS (7) hemorragia




C Anélises Clinicas e Macroscopia

Grupo Animal Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 10 Dia 14
1 Omento projetando Crosta vermelho escuro | Crosta vermelho escuro
além da lesdo, sg além
das margens
2 Omento projetando Crosta vermelha; Crosta vermelho
OM7 além da lesdo, sg além | entorno da margem escuro, entorno ++
das margens amarelado brilhante
3 sg além das margens Crosta amarelada com Crosta vermelho
pequeno avango sobre; | escuro; Abscesso sob a
parte da margem; crosta
Aumento de volume no
SC
4 sg além das margens Crosta vermelho Crosta vermelho
escuro; crosta escuro; crosta
hemorragica no entorno | hemorragica no entorno
eeft ++++; maravalha
aderida
5 sg além das margens Crosta vermelho Crosta vermelho
escuro; crosta entorno escuro; crosta entorno
+; margem indefinida +;
6 (-) Crosta vermelha com
pontos escuros; crosta
escura no entorno ++
7 (-) Crosta vermelho escuro | Crosta vermelho
escuro; crosta escura no
entorno +; margem
indefinida
1 -) Crosta vermelho Crosta vermelho escuro
escuro; entorno
hiperemia leve
2 -) Crosta vermelho escuro | Crosta vermelho
CT7 periférica; centro da escuro, mais intenso na
lesdo acinzentado; periferia; Crosta
crosta entorno ++ vermelho escuro+
3 (-) Crosta vermelha; Crosta vermelho
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maravalha aderida

escura; maravalha
aderida

4 -) Crosta vermelho escuro | Crosta vermelho
escuro; crosta entorno+
5 -) Superficie vermelho Crosta vermelho
claro, umida, brilhante enegrecida; crosta
entorno +++;
mensuracao dificil
6 (-) Crosta vermelha Crosta vermelha escuro
7 -) Crosta parcial Crosta vermelha
vermelha; Secrecao escuro; crosta entorno
hemorragica; crosta -+
entorno +++++
Grupo Animal Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 10 Dia 14
-) Crosta vermelha Crosta vermelho Hemorragia — )
1 escuro; bordas mensuracao dificil.
indefinidas
sg além das margens Crosta vermelha; crosta | Crosta vermelha; crosta | crosta entorno ++ )
2 entorno ++ clara e entorno ++ clara
brilhante
Omento projetando Crosta vermelho claro; | Crosta amarelada; Bordas indefinidas Maravalha aderida
3 além da lesdo, sg além | Bordas indefinidas; bordas indefinidas
das margens
sg além das margens Crosta vermelho Crosta vermelho Abscesso no SC e Secregdo purulenta e
OM14 escuro; Secre¢do escuro; aumento de secre¢do, aumento de aumento de volume.
4 purulenta; aumento de | volume no SC; volume, crosta
volume no SC; crosta secrecao hemorragica Entorno da ferida +
entorno +++
5 Omento projetando Crosta amarelada; Crosta amarelada; crosta entorno + Entorno da ferida ++
além da lesdo crosta entorno + crosta entorno +
sg além das margens Crosta vermelha; crosta | Crosta vermelha; crosta | crosta entorno + Ferimento distante da
6 entorno + entorno ++; ferimentos lesdo. Crosta normal
distantes da lesdo
7 sg além das margens Superficie vermelho Crosta vermelha; crosta | crosta entorno +, Entorno da ferida ++

claro, umida, brilhante

entorno +; pequeno

vermelho escura
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ferimento proximo a
lesdo

brilhante

CT14

-) Crosta vermelha; crosta | Crosta vermelha; crosta | crosta entorno + )
entorno + entorno +++; margem
indefinida
(-) Crosta vermelho escuro | Crosta vermelho escuro | crosta entorno + crosta entorno +
-) Crosta vermelho Crosta amarelo crosta entorno + )
escuro; secregio acinzentado, aspecto
sanguinolenta sob a purulento; crosta
crosta; crosta no entorno +
entorno ++++,
mensuragdo dificil,
desconsiderar?
() Crosta vermelha Crosta vermelho escuro | Secregdo purulenta; crosta entorno ++
bordas indefinidas
() Crosta vermelho claro; | Crosta vermelho Entorno com Entorno com
Secregao sero- escuro; entorno com ferimentos ferimentos
sanguinolenta; crosta ferimentos; crosta no
entorno ++ — entorno ++
mensuracao dificil;
-) Crosta vermelho Crosta vermelho crosta entorno + crosta entorno +
escuro; crosta entorno + | acinzentado
(-) Crosta vermelho escuro | Crosta vermelho escuro | crosta entorno + crosta entorno +

Nao houve perda do omento nos animais dos grupos tratados;
Nenhuma complicagdo da obten¢do do fragmento do omento (celiotomia);
Formagao de abscesso em 02 animais tratados (OM 7 Nr 3 - OM14 Nr 4);
Secre¢do purulenta em 03 animais (CT14 Nr 3 — CT14 Nr4 — OM14 Nr 4).
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