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RESUMO

Taina Maria Pereira Chiquito. Avaliacdo de cicatrizacdo de feridas superficiais e profundas,

apos utilizacdo de curtaivos hemostaticos, em codornas (Coturnix coturnix japonica).

A adocdo de hemostéaticos, substancias capazes de controlar o sangramento, em po e
preparacOes a base de propolis tem se tornado cada vez mais comum para realizar o controle de
sangramentos e auxiliar na cicatrizacdo. O objetivo do trabalho foi avaliar dois métodos
hemostaticos, um a base de propolis (Alveolex®) e outro em po a base de subsulfato férrico,
apos lesdo experimental em codornas. O experimento contou com 36 codornas, que foram
separadas em trés grupos: controle, hemostatico a base de propolis e outro grupo hemostatico a
base de subsulfato férrico, subdivididos em dois tipos de feridas, ferimentos superficiais
(epiderme e derme) e ferimentos profundos que atingiam pele, subcutaneo e musculatura. No
exame de sangue, 0 hematocrito teve tendéncia a diminuir no segundo dia de coleta, enquanto
que fibrinogénio e leucocitos teve tendéncia de aumento no segundo dia. A avaliagédo visual da
cicatrizacdo da ferida demonstrou que as aves submetidas ao hemostatico a base de subsulfato
férrico houve atraso na cicatrizacdo com formacao de crosta e afastamento das bordas, enquanto
nas aves submetidas ao hemostéatico a base de prépolis apresentou a cicatrizacdo proxima ao
esperado. No exame histologico, foi possivel observar a presenca de inflamacgéo crénica nos
tecidos dos trés grupos, ndo ocorrendo diferenca estatistica. Durante o procedimento cirurgico,
ambos os produtos hemostaticos controlaram o sangramento, porém o Alveolex® foi mais

eficiente, de rapida manipulacdo e sem causar prejuizos na cicatrizacéo.

Palavras-chave: lesdo, prépolis, subsulfato férrico



ABSTRACT

Taina Maria Pereira Chiquito. Evaluation of superficial and deep wound healing, after use of

hemostatic dressings, in quais (Coturnix coturnix japonica)

The adoption of hemostatic powders and propolis-based preparations has become increasingly
common to control bleeding and assist in healing. The objective of the work was to evaluate
two hemostatic methods, one based on propolis (Alveolex®) and the other on ferric subsulfate
powder, after experimental injury in quails. The experiment included 36 quails, which were
separated into three groups: control, propolis-based hemostatic and another ferric subsulfate-
based hemostatic group, subdivided into two types of wounds, superficial wounds (skin and
subcutaneous) and deep wounds that affected skin, subcutaneous and musculature. In the blood
test, the hematocrit tended to decrease on the second day of collection, while fibrinogen and
leukocytes tended to increase on the second day. The visual evaluation of wound healing
showed that the birds submitted to the hemostatic with ferric subsulfate base had delayed
healing with formation of crust and distancing of the edges, while in the birds submitted to the
hemostatic the propolis base presented healing close to what was expected. In the histological
examination, it was possible to observe the presence of chronic inflammation in the tissues of
the three groups, with no statistical difference. During the surgical procedure, both hemostatic
products controlled the bleeding, but Alveolex® was more efficient, quick to manipulate and

without causing damage to the healing process.

Keywords: ferric subsulfate, lesion, propolis
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1. INTRODUCAO

A hemostasia de feridas € interesse de cirurgibes por milhares de anos. Os egipcios
usavam o que chamavam de “vareta de fogo™ para realizar o controle de sangramentos, assim
como Hipdcrates descreveu sobre 0 uso de altas temperaturas como método de cauterizacéo.
Na idade média, métodos como 0leo fervente, terebintina fervente, chumbo derretido e enxofre
eram usados na hemostasia. A partir do século XX, comecou a utilizacdo de tecidos autdégenos,
fibrina sanguinea de carneiro, adesivo de fibrina, celulose oxidada, gelatinas, trombina e
colageno microfibrilar para o controle de sangramentos (LARSON, 1988).

A hemostasia ocorre logo apds a lesdo inicial, ha o selamento dos vasos sanguineos
danificados através da agregacdo plaquetaria e com isso, ocorre a secrecdo de substancias
vasoconstritoras e de fatores que interagem e estimulam a cascata de coagulacdo com a
producdo de trombina que por sua vez formara fibrina utilizando o fibrinogénio. Essa malha de
fibrina formada fortalece a agregacdo plaquetaria e forma um tampdo hemostatico estavel
(PILLAI et al., 2010).

A utilizacdo de modelos animais como ferramentas biologicas de estudos in vivo se
torna util para o entendimento clinico de doencas e disturbios hemostaticos primarios (WEIR-
M et al., 2004). Assim, estudos in vivo realizados sobre hemostasia com aves domésticas
demonstraram que as aves possuem um mecanismo de coagulacéo eficiente, exibindo tempos
de sangramento equivalentes aos mamiferos (THOMSON et al., 2002).

Esses estudos sobre hemostasia em aves, foram realizados com espécies com maior peso
corporal, como as galinhas domésticas (Gallus gallus domesticus) e ha uma grande variacdo de
tamanho entre esses animais, consequentemente, havendo variabilidade no gasto de energia
entre as espécies de aves (VOSS et al., 2010).

Com isso, é possivel que aves com menor peso corporal e consequentemente maior taxa
metabolica possuam maior demanda de oxigénio e glicose sendo mais susceptiveis aos efeitos
negativos da perda sanguinea e da perda da capacidade de oxigenacdo com a diminuicdo da
circulacdo de células sanguineas (VOSS et al., 2010). Sabe-se que as vias de coagulacdo
sanguinea (extrinseca e comum) nas codornas sdo qualitativa e quantitativamente semelhantes
aos mamiferos (BELLEVILLE et al., 1982).

Apo6s a coagulacdo, inicia-se a fase de cicatrizagdo. Nas galinhas domésticas (Gallus

gallus domesticus), a cicatrizacdo de feridas apresenta resposta inflamatoria e de reparagdo



19

ocorrendo juntas e de forma entrelacada (KATIYAR et al., 1992). O processo de cicatrizagcdo é
complexo e convém realizar o auxilio para que ocorra esse processo de forma que reduza o
desconforto ao paciente e diminua as despesas do tutor. Portanto, conduzir o processo para que
ocorra uma cicatrizagdo mais rapida e sem complicacbes é tarefa do médico veterinario
(KRAHWINKEL e BOOTHE, 2006).

A utilizagdo de substancias que tornem essa cicatrizagdo mais rapida tem se tornado
frequente, como a adogdo de hemostaticos em pd, que se tornou comum e exige a utilizacdo de
materiais mais eficazes, especialmente em cenarios cirrgicos com sangramentos que podem
desafiar o uso desses materiais (SINGH et al., 2018). Adicionalmente, o uso de preparagdes a
base de propolis tem-se tornando interesse na area da salde, ganhando espaco no uso de
medicamentos populares (GHISALBERT]I, 1979), sendo utilizada na odontologia humana para
melhorar a cicatrizacdo alveolar ap0s extracdo, evitando inflamagdes e reduzindo a dor
(PEREIRA et al., 2012).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Codornas

As codornas (Coturnix coturnix japonica) pertencem a familia dos Fasianideos
(Fhasianidae), sub-familia dos Perdicinidae, sendo, portanto, uma galindcea. No Brasil, a
codorna doméstica foi introduzida na década de 50 e desde entdo, houve um aumento da criacdo
dessas aves (PINTO et al., 2002). Em 2018, o nimero de codornas chegou a 16,8 milhdes no
Brasil com producéo de 297 mil dizias de ovos (IBGE, 2018).

Alguns fatores favorecem a criacdo, como: rapido crescimento, precocidade na
producdo e na maturacdo sexual (35 a 42 dias), alta produtividade (300 ovos/ano em média),
grande numero de aves em pequenos espacos, longevidade na producgéo (14 a 18 meses), baixo
investimento e retorno rapido do capital (PINTO et al., 2002).

Essas caracteristicas que facilitam sua producao também tornam a codorna doméstica
(Coturnix coturnix japonica) uma alternativa de baixo custo em comparagdo a outras espécies
utilizadas em laboratorio como ratos e camundongos (MILLS et al., 1997). O seu pequeno
tamanho € a principal vantagem como modelo experimental, pois na fase adulta permite o uso
das aves em pequenos espacos (ICHILCIK e AUSTIN, 1978; HUSS et al., 2008). O manuseio
das codornas adultas é relativamente facil, mas € necessario ter cuidado, pois as codornas
domésticas quando se assustam pulam verticalmente e tendem a ferir a cabeca na gaiola. Com
IS0, 0 uso de gaiolas com o teto mais baixo diminui esse risco e torna 0 manuseio mais rapido
(HUSS et al., 2008).

2.2. Histologia da pele

A pele das aves € adaptada a sua vida como animais homeotérmicos garantindo a
liberdade no movimento que € necessaria para realizar o voo. A pele € geralmente rosa palida
ou rosa azulado, a maioria do corpo é coberta por penas e onde nao ha penas, a pele € fortemente
aderida e sofreu modificaces como ocorre nos bicos e pés (STETTENHEIM, 2000). A pele
das aves € mais fina e delicada que a pele de mamiferos, sendo também mais seca e inelastica
(MICKELSON et al., 2016).
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A pele das aves tem as mesmas estruturas basicas da pele dos mamiferos (PASS, 1995).
A epiderme das aves possui trés camadas, sendo elas: a camada basal (germinativa), a camada
intermediéria e a camada mais externa, cornificada. A camada germinativa € fina em areas que
possuem penas e mais espessas em areas sem penas, como 0s pés. A epiderme também possui
musculos estriados que fazem a movimentacao da pele (COOPER e HARRISON, 1994).

A derme é dividida em camadas superficiais e profundas. A camada superficial contém
colageno em feixes entrelagados frouxamente arranjados e a camada profunda contém gordura,
os foliculos das penas, musculatura lisa que faz 0 movimento das penas, vasos sanguineos
calibrosos e nervos que fazem o suprimento da derme e da epiderme (COOPER e HARRISON,
1994). As terminacGes nervosas estdo associadas aos foliculos das penas. A derme é separada
do subcuténeo por uma fina camada de fibras elasticas. O subcuténeo € formado por feixes de

colégeno dispostos aleatoriamente e gordura (PASS, 1995).

2.3. Processo de cicatrizacao

A cicatrizacdo de feridas em aves é semelhante a observada em mamiferos. O processo
de cicatrizacdo é complexo e continuo, possuindo fases de inflamacdo, proliferacdo e
remodelacdo. Compreender esse processo e preparar a ferida resultard no tratamento adequado
da lesdo com incorporacdo de medicamentos e técnicas de bandagem (BURKE et al., 2002).

A resposta imediata do organismo quando ocorre uma lesdo é realizar a vasoconstricao
como forma de preservacao, diminuindo o fluxo sanguineo, formando o coagulo e limitando a
perda de sangue. Em seguida, ocorre uma vasodilatacdo pela presenca de substancias como
histamina, serotonina, enzimas proteoliticas e peptideos como as prostaglandinas que sao
liberadas quando as células sofrem a agressdo. Essas substancias também sdo responsaveis pelo
aumento da permeabilidade vascular (JOHNSTON, 1990). Com isso, heterofilos, células
mononucleares e poucos basoéfilos chegam a lesdo (KATIYAR et al., 1992). Estdo presentes
também sinais classicos como vermelhiddo, calor e inchaco na resposta inflamatéria aguda
(CARLSON e ALLEN, 1969).

A inflamacdo é uma resposta protetora, ocorrendo a localizacdo e impedindo a
disseminacdo de agentes nocivos, como bactérias e outras substancias exdgenas que o

organismo entende como corpo estranho. Se ocorrer lesdo tecidual, apés a inflamacao ocorre a
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fase de reparacdo e os dois processos estdo intimamente ligados (HALLORAN e SLAVIN,
2002).

Na fase de proliferacdo, quando a reacdo inflamatoria aguda diminui, a
neovascularizagdo ocorre a partir a vasos proximos a lesdo e a contracdo da ferida comega com
proliferacdo de células epiteliais, formando tecido conjuntivo e iniciando a remodelacdo
(DEGERNES, 1994). A resposta epidérmica ao trauma inclui a mobilizag&o de células basais e
a migracdo onde ha déficit celular, seguidos pela proliferacdo através da mitose dessas células
pré-existentes, com consequente metaplasia para restaurar a funcdo celular e reorganizacao
tecidual (JOHNSTON, 1990). Os fibroblastos chegam e comegam a sintetizar colageno em
forma de microfibrilas que aumentam com o tempo (DEGERNES, 1994). Quando o colageno
comega a Se depositar, a fibrina é removida, formando um novo tecido chamado de tecido de
granulacdo (JOHNSTON, 1990).

De forma simples, os sinais cardinais da reacéo inflamatdria como vermelhidao, inchaco
e calor diminuem apo0s a proliferagdo de leucdcitos na area inflamada, indicando que a
inflamacéo aguda foi concluida e o processo de reparacdo tecidual foi iniciada (CARLSON e
ALLEN, 1969).

A remodelacdo, ou fase final da cicatrizagdo, pode demorar dias a meses e €
caracterizada pela diminuicdo no niumero de fibroblastos e remodelacdo do colageno, sendo
este mais forte e espesso, que se orienta em relacdo as margens da ferida (DEGERNES, 1994).

A inflamacéo crénica é uma resposta prolongada (semana a meses) a certos estimulos
que ndo foram reparados na inflamacdo aguda, no qual coexiste inflamacdo, lesdo tecidual e
tentativas de reparo. A inflamacdo cronica é caracterizada por infiltracdo de celulas
mononucleares como macrofagos, linfocitos e células plasmaéticas. Ja a inflamacéo
granulomatosa, € um tipo de inflamacdo crénica, onde ha a formacdo de granulomas,
caracterizada por formacdes de cole¢des de células mononucleadas, principalmente macréfagos
e linfocitos T, algumas vezes associada a necrose central. Ela ocorre quando o corpo estranho
é dificil de combater, podendo incidir lesdo em tecidos viaveis (KUMAR et al., 2015).

Algumas condicdes podem interferir na cicatrizacdo dos pacientes aviarios como a
desidratacdo, hipoproteinemia, nutricdo inadequada, anemia crénica, infeccdo, codgulos ou
tecido necrotico no ferimento (RITZMAN, 2004).
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2.4. Feridas

Em aves, as feridas podem ser causadas por mordidas de outros animais, automutilacao,
neoplasias, lesdes durante o aprisionamento, entre outras, mas a principal causa é o trauma
(MICKELSON et al., 2016).

Quando ocorre a lesdo de epiderme e derme, esses pacientes aviarios necessitam de
cuidados como o desbridamento, controle de infec¢Ges bacterianas e flngicas, curativos diretos
e restricdo do movimento quando o ferimento é em extremidades. E os testes diagnosticos como
a radiografia, exames de sangue, culturas bacterianas e/ou fingicas, testes virais e citologia sdo
validos para a avaliacdo do paciente. Exames mais especificos como a biopsia dos tecidos pode
ser indicada em feridas cronicas que néo cicatrizam (RITZMAN, 2004).

A ferida pode estar em qualquer fase da cicatrizacdo e com isso 0 manejo dessa ferida
depende dessa fase que se encontra. O tratamento de primeira intencdo utilizando a sutura é
preferivel ao tratamento por segunda intencdo, quando a ferida permanece aberta (BURKE et
al., 2002).

A cicatrizacdo por primeira intencdo ocorre em lesdes criadas em condi¢cdes assépticas
com contaminagdo minima de bactérias e menor dano tecidual, onde as bordas das feridas séo
aproximadas e suturadas. A cicatrizacdo por segunda intengdo ocorre em feridas
contaminadas/infectadas, quando ha tecido danificado e/ou quando ndo € possivel realizar a
aproximacao das bordas (HALLORAN e SLAVIN, 2002).

Nos estagios iniciais da cicatrizacdo, a lavagem e o desbridamento séo essenciais para
o fechamento da ferida (BURKE et al., 2002). Em aves, ferimentos que ocorrem em
extremidades distais com pouca vascularizacdo ou que nao foram imobilizadas tendem a
cicatrizar mais lentamente (RITZMAN, 2004).

O uso de substancias antissépticas deve ser utilizado, como o iodo povidine, mas deve-
se ter cuidado com essa substancia e utiliza-lo apenas em pequenas lesdes ou para preparacao
da cirurgia por causa da sua toxicidade para fibroblasto, 0 que tornaria a cicatrizacdo mais lenta
(RITZMAN, 2004). No manejo da ferida pode-se fazer o uso de estimulantes topicos de
cicatrizacdo ou antimicrobianos, uso de curativo e o uso de bandagens de protecdo. Criar opcoes
de tratamento como o uso de produtos que acelerem o processo de cicatrizacdo melhoram as
chances de cura das lesdes (BURKE et al., 2002).
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O uso de produto topico que reduza o tempo de cicatrizacdo de feridas em pacientes
aviarios tem inestimavel valor, pois assim haveria redugcdo no tempo de imobilizacdo e reducéo

do estresse do paciente associado ao manuseio de bandagens (RITZMAN, 2004).

2.5. Principais hemostaticos topicos

A hemostasia é de papel fundamental em procedimentos cirurgicos e a utilizacdo de
suporte que permitam o controle do sangramento, como hemostaticos tdpicos, ajudam o
cirurgido em situacdes complicadas, tais como as hemorragias graves (PEREIRA, et al., 2018).

A gelatina é utilizada na forma de esponjas ou podem ser trituradas e utilizadas na forma
de po. Esse material pode absorver sangue total ou liquidos, concentrando proteinas séricas e
seu inchacgo fornece o tamponamento. A gelatina fornece matriz estrutural para a coagulacao,
funcionando por contato direto, ndo atuando diretamente na cascata de coagulagdo (DE LA
TORRE et al., 2007).

O colageno estéa disponivel como esponjas, folhas e farinha. E extraida dos bovinos e
purificada. Sua atuacdo é através da agregacdo plaquetaria nas moléculas helicoidais do
colégeno, estimulando a cascata de coagulacdo (DE LA TORRE et al., 2007).

A celulose oxidada regenerada € de origem vegetal com o acido anidroglucurénico
como sua unidade funcional, que age como matriz de suporte para o inicio e formacédo do
coagulo. E encontrado na forma de malha, possui facil aplicacdo e manipulacio, ndo sendo
pegajosa e nem se aderindo aos materiais cirurgicos, podendo ser moldada em varias formas e
tamanhos, suportando compressdo e sem desmanchar na presenca de liquidos. A celulose
oxidada regenerada diminui o pH local, causando hemdlise e potencializando a formacéo do
coagulo (PEREIRA, et al., 2018).

Os produtos a base de fibrina contém fibrinogénio, fator XIII, trombina, fibronectina,
calcio ionizado e pode ter ainda na composicdo antifibrinolitico. Esse multiproduto possui
propriedades hemostaticas e adesivas, levando a uma hemostasia aprimorada para controlar o
sangramento. Sdo formados em duas etapas, a primeira contendo trombina e calcio e a segunda
contém fibrinogénio, fibronectina e fator XIII, assim se evita a formacdo de codgulos antes da
administracdo. O antifibrinolitico pode estar presente para evitar a lise do coagulo recém-
formado. A trombina vai agir como cofator para converter o fator XIIl na forma ativa usando o

calcio no processo e ajuda na conversdo do fibrinogénio em monémeros de fibrina. Esses
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monbmeros de fibrina serdo convertidos pelo fator XIII ativado em polimeros de fibrina que
formam o coagulo (DE LA TORRE et al., 2007).

Para este estudo, foram utilizadas substancias disponiveis no mercado, com fécil acesso
e de baixo custo. Os produtos empregados foram um hemostatico em pé a base de subsulfato
férrico e um hemostatico em pasta a base de propolis.

O sulbsulfato férrico é encontrado na forma de sobrenadante ou solu¢do. O composto
de subsulfato férrico entra em contato com o local do sangramento, e ap6s uma leve presséo,
provoca a hemostasia devido ao seu baixo pH e a acdo do grupo subsulfato, que desnatura as
proteinas, incluindo o fibrinogénio, ocluindo os vasos sanguineos feridos. E uma substancia de
baixo custo, de facil armazenamento e prontamente disponivel (AMAZON et al., 1980;
LARSON, 1988).

Os produtos a base de propolis consistem em uma pasta resinosa e pegajosa, podendo
variar entre as cores verde, amarelo e marrom, dependendo de sua origem. E dificil de remover
da pele, pois interage fortemente com os 0leos e proteinas da mesma. A propolis é constituido
na sua maioria por flavonoides que reduzem a permeabilidade e a fragilidade dos vasos
sanguineos, além de possuirem propriedades antibidticas e adstringentes que atuam na
hemostasia e cicatrizacdo de feridas (GUISALBERTI, 1979).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
O objetivo do estudo proposto foi avaliar a cicatrizacdo de ferimentos produzidos em
codornas, ap0s a utilizacdo de dois métodos hemostaticos, um preparado a base de propolis e
um poé a base de subsulfato férrico
3.2. Objetivos especificos
1. Comparar os dois métodos curativos em termos de facilidade de manipulacdo e
aplicacdo sobre a ferida;
2. Avaliar os exames pré e pds cirdrgicos dos animais, em busca de possiveis alteracdes
relacionadas aos procedimentos e aos curativos;
3. Acompanhar a evolucdo das feridas até a completa cicatrizacdo, relatando achados
clinicos e complicacdes;
4. Realizar exames histoldgicos das regides submetidas ao procedimento cirdrgico

associado aos curativos hemostaticos e relatar alteracdes patologicas decorrentes destes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

O experimento foi realizado com aprovacio do Comité de Etica da Universidade
Estadual do Centro-Oeste (CEDETEGYUNICENTRO), protocolado sob o niimero 011/2018.

O experimento contou com 36 codornas (Coturnix coturnix japonica) que estavam
entrando na fase de postura, com idade média de 40 dias de vida e foram separadas em trés
grupos de 12 animais, que foram subdivididos em grupos de seis animais. Assim, em cada
gaiola continha duas aves do grupo controle, sem utilizacdo hemostéatico (ferida superficial e
profunda), duas aves do grupo com hemostatico em po (ferida superficial e profunda) e duas
aves do grupo com hemostatico de propolis (ferida superficial e profunda) (Quadro 1).

Quadro 1- Distribuigédo das aves por grupo e gaiolas/baias.

Controle Hemostatico em pd Hemostatico de prépolis
Gaiola 1 CS1 CP1 SFS1 SFP1 ALS1 ALP1
Gaiola 2 Cs2 CP2 SFS2 SFP2 ALS2 ALP2
Gaiola 3 CS3 CP3 SFS3 SFP3 ALS3 ALP3
Gaiola 4 CS4 CP4 SFS4 SFP4 ALS4 ALP4
Gaiola 5 CS5 CP5 SFS5 SFP5 ALS5 ALP5
Gaiola 6 CS6 CP6 SFS6 SFP6 ALS6 ALPG6

(CS: controle superficial, CP: controle profundo; SFS: subsulfato férrico superficial, SFP:
subsulfato férrico profundo; ALS: Alveolex® superficial; ALP: Alveolex® profundo).

As gaiolas foram subdivididas com tela para que as aves ficassem em baias individuais,
identificadas com etiquetas, em sala adequada para experimentacdo, no Campus CEDETEG
(UNICENTRO), com climatizacdo, exaustdo do ar e ciclo claro/escuro controlado (12h/12h).
A limpeza das baias era realizada duas vezes na semana e nas semanas em que havia colheita

de amostras, as baias eram limpas 24 horas antes das colheitas de sangue e fezes. A alimentagéo

!t Centro Educacional de Desenvolvimento Tecnoldgico de Guarapuava - CEDETEG
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foi realizada com racdo comercial baseada na fase de postura das aves e a quantidade seguiu as
indicagdes do fabricante (25 gramas/animal/dia), sendo fornecida todas as manhas. A agua era
deixada a vontade, sendo trocadas duas vezes ao dia, com limpeza do bebedouro (Figura 1).

comedouro (flecha azul); bebedouro (flecha laranja).
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4.2. Hemostéticos

Foram testados nos animais dois tipos de curativos hemostaticos, sendo: 1) Alveolex®?
(hemostatico a base de prépolis, 0 mesmo utilizado na odontologia humana para a cicatrizacéo
alveolar) e 2) Quicl Blood Stopper® (p6 hemostatico a base de subsulfato férrico, o mesmo

utilizado para a hemostasia de feridas em unhas de cées) (Figura 2).

Figura 2 - A- Hemostatico a base de prépolis; B- Hemostatico em pd a base de Subsulfato
Férrico.

4.3. Lesdes

As lesdes foram realizadas com lamina de bisturi namero 24 de duas maneiras: A)
ferimentos superficiais, nos quais realizou-se lesdo aguda de pele e tecido subcutédneo em
membro pélvico direito na regido femoral, com aproximadamente 2 cm de extensdo; B)
ferimentos profundos, de mesma extensdo dos superficiais, porém avancando sobre a
musculatura,, Para cada tipo de curativo hemostatico, assim como para o grupo controle (sem

hemostatico), foram submetidas aos dois tipos de ferimentos, seis aves de cada grupo.

2 Alveolex®: curativo alveolar com prdpolis. Resp. téc.: Edilson Irineu Sanches Calvo. Parana:
Biodindmica quimica e farmacéutica LTDA. Composicao: Prdpolis (10%), lodoformio (5%),
cera de abelha e espessante.

% Quicl Blood Stopper: p6 antisséptico a base de subsulfato férrico, produzido por Four Paws
LTDA, USA.
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4.4. Exame de sangue

Os exames de sangue foram realizados no Laboratorio de Patologia Clinica do CEVET
— LAPACLIN. Foram realizadas trés colheitas de sangue em todos as aves durante o periodo
do experimento. No periodo pré-cirargico foi colhido sangue para a realizacdo do hemograma
e da dosagem de fibrinogénio, sete dias antes do procedimento cirdrgico (dia -7) e no periodo
pos-cirargico foram realizadas novas colheitas para 0s mesmos exames, dois dias (dia 2) e dez
dias (dia 10) ap6s o procedimento cirdrgico. A puncdo foi realizada na veia jugular,
preferencialmente a direita, sendo colhidos até 0,7 mL de sangue em microtubos de 1,5mL
contendo EDTA? na dose 1,5 a 2 mg/mL, sendo todas as amostras processadas no mesmo dia
da coleta.

O hemograma foi realizado de forma manual, incluindo o hematdcrito, contagem de
hemacias, contagem celular diferencial e leucograma, assim como a dosagem de fibrinogénio
pelo método de precipitacdo pelo calor (LUMEIJ, 2008). A dosagem de hemoglobina foi
realizada por espectrofotometria utilizando kits comerciais.

O hematdcrito foi realizado pelo método de microhematdcrito e a contagem de hemacias
utilizando a camara de Neubauer apés diluicdo em solucdo de Natt e Herrick realizando a
contagem nos quadrantes para grandes células. A concentracdo de hemoglobina foi realizada
como nos mamiferos utilizando o método de cianometemoglobina. (CAMPBELL, 2010). O
leucograma foi realizado através de método estimativo, observando-se o esfregaco sanguineo
na lente objetiva de 40X, realizando-se a média da leitura de dez campos, usando o fator de
correcdo de 1.500. Foi realizado também o esfregaco para a contagem celular diferencial
leucocitaria, onde se contou até 100 células, com o resultado final dado em porcentagem
(KENNETH e BIENZLE, 2010).

4.5. Procedimento cirurgico
No dia anterior a cirurgia, os animais foram pesados para calculo de dose dos farmacos,

identificados no membro esquerdo para controle e suas baias foram limpas. A racdo foi

fornecida no dia da cirurgia, somente apds o procedimento.

4 Acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA
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O procedimento cirurgico foi realizado em ambiente cirdrgico, com técnicas assépticas.
Foi realizada a antissepsia prévia do membro pélvico, utilizando iodo povidine topico. Todos
os animais foram submetidos ao seguinte protocolo anestésico: inducdo e manutencdo com
Cloridrato de Cetamina (30 mg/Kg) e Cloridrato de Dexmedetomidina (25ug/Kg), ambos por
via intramuscular, sem o uso de medicamentos pré-anestésicos (MPA), pois as aves
metabolizam os farmacos de maneira muito rapida em consequéncia da sua alta taxa metabdlica.
A analgesia foi realizada com Meloxican (0,2 mg/Kg) e Cloridrato de Tramadol (7,5 mg/Kg)
por via intramuscular. A analgesia ndo foi repetida, pois nenhum animal apresentou sinais de
dor, aferidos por meio de uma escala apropriada para aves.

A preparacdo do paciente consistiu na remogdo das penas na regido da lesdo e
antissepsia para a realizagdo do ferimento com lamina de bisturi namero 10 e colocagdo do
curativo hemostéatico conforme cada subgrupo avaliado, com excegdo dos grupos controles.
Apos a aplicacdo dos curativos ou apenas a compressdo do ferimento no grupo controle,
realizou-se a sutura de pele nos animais com ferida superficial (poliamida namero 4-0) e de
musculatura e pele nos animais com ferida profunda (poliglactina 4-0 e poliamida 4-0,
respectivamente). Nos animais em que foi utilizado o hemostatico em pd, foi realizada a
lavagem do ferimento com solucédo fisioldgica, utilizando seringa, apos a hemostasia, sendo
que no grupo do hemostatico a base de propolis este procedimento ndo foi necessario (Figura
3).
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Figura 3 - A- Antissepsia com lodo Povidine; B- Colocacao do campo cirdrgico; C- Inciséo da
pele; D- Ferida superficial; E- Ferida profunda e colocagdo do hemostatico a base de prépolis;
F- Ferida com hemostéatico a base de prépolis; G- Sutura de musculatura utilizando fio
absorvivel sintético (poliglactina4-0); H- Sutura de pele utilizando fio inabsorvivel sintético
(poliamida 4-0); I- Sutura completa da ferida.
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4.6. Pos-operatorio

No pds-operatério imediato, houve acompanhamento dos animais até que todas
estivessem completamente alertas e com suas fungdes fisioldgicas recuperadas. Foram
avaliadas possiveis manifestacdes de dor, presenca de sangramento ou desconforto de qualquer
tipo. No pds-operatdrio tardio, avaliou-se o tempo de cicatrizacdo com avaliacdo da ferida
diariamente, realizando-se a descri¢do dos achados e a remoc¢éao da sutura em todos 0s animais
ocorreu no décimo dia pos-cirdrgico.

Os achados observados e avaliados quanto a intensidade foram a presenca de edema,
hematoma e formacdo de crosta. Cada parametro foi graduado como: 0 (ausente), 1 (pouco
intenso), 2 (moderado) e 3 (intenso) e assim cada ave recebeu um escore de avaliacdo cicatricial
ao final do décimo dia conforme escala com adaptacdo descrita por Hollander et al. (1995) e
Singer et al. (2007).

4.7. Eutanasia, necropsia e montagem das laminas histologicas

Apos 30 e 90 dias do procedimento experimental, os animais foram submetidos a
eutanasia para colheita de amostra tecidual na regido do ferimento e analise histopatologica.

Para a realizacdo da eutanasia de cada ave, foi realizada a anestesia com o uso de
cetamina associada a xilazina por via intramuscular utilizando-se trés vezes a dose maxima
indicada para aves (90 mg/kg de cetamina e 12 mg/kg de xilazina). Apds cinco minutos, foi
induzida a parada cardiorrespiratéria com a administracdo de 0,2 mL de lidocaina sem
vasoconstritor, intratecal, com acesso pelo forame magno.

Para a coleta de amostra utilizou-se a técnica de necropsia, segundo Gongalves e
Salgado (2011). A necropsia foi realizada logo ap6s a morte, com analise macroscopica de
Orgaos toracicos e abdominais e apés realizada coleta do membro pélvico direito desde a
articulacdo coxofemoral até a articulacdo femorotibial, fixando esta peca em solucdo de
formalina tamponada a 10%. O procedimento de fixacao foi superior a 48 horas.

Os cortes foram realizados com bisturi na regido onde foi provocada a ferida, fez-se um
corte na horizontal e outro corte na transversal com as dimensdes da amostra coletada com 2,0
x 0,5 cm, sendo estas representativas na transi¢ao das areas normais do tecido e com lesdo com

a finalidade de verificacdo evolucgdo da reacdo celular e tecidual, estes foram emblocados em
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parafina para serem cortados no microtomo com espessura de 5 micrometro (5 um) e apés a
montagem das laminas seguindo técnica histologica padrdo, foram corados com Eosina-
hematoxilina (H&E). Os procedimentos de necropsia, colheita de material, fixagdo, montagem
e leitura das laminas histologicas foram realizados no Laboratério de Anatomia Patoldgica da
Clinica Escola de Veterinaria— CEVET da UNICENTRO.

As leituras das laminas foram realizadas em microscopia éptica para avaliacdo de sinais
de inflamacdo do tecido muscular e pele, como  hiperceratose, fibroplasia, infiltrado
inflamat6rio mononuclear, processo inflamatério granulomatoso, Ulceras e necrose, 0s quais
foram graduados em 0 (auséncia) 1(pouca presenca), 2 (moderada presenca) e 3 (intensa
presenca). A localizacdo foi importante podendo ser focal (epitélio, tecido adiposo e

musculatura) ou se era de forma difusa.

4.8 Analises estatisticas

Os dados referentes as analises hematologicas, de proteina total, de fibrinogénio,
escores das feridas e grau de inflamacao observados na histologia foram submetidos a teste de
normalidade e, havendo distribuicdo normal, foi realizada a anélise de variancia, seguida de
teste post hoc de Tukey. Para todas as analises, utilizou se o Software GraphPad Prism 3.0,

considerando p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve uma tendéncia a diminui¢do do hematocrito no dia 2 em todos os grupos, sendo

significativa no grupo ferida superficial tratada com subsulfato ferrico, em consequéncia da

perda de sangue no periodo trans-operatério, tendo sido observado 0 mesmo comportamento

em todos os grupos (Figura 4).
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Figura 4 - Valores de hematdcrito das codornas submetidas aos ferimentos experimentais e
diferentes protocolos hemostaticos. Os dados estdo representados como média + erro padréo.
Os valores de p estdo expressos nas figuras em que foram observadas diferencas significativas
(Ht=hematdcrito; Controle= grupo controle (sem hemostéatico); Subsulfato= hemostéatico a base
de subsulfato férrico; Alveolex®= hemostatico a base de propolis; Ferida superficial= ferimento
realizado em pele e subcutaneo; Ferida profunda= ferimento realizado em pele, subcutaneo e
musculatura; -7= sete dias antes da cirurgia; 2= dois dias apds cirurgia; 10= dez dias ap0s a

cirurgia).
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Os valores de referéncia para hematocrito da espécie variam de 37 a 46% (RITCHIE et
al., 1994) e apenas trés aves apresentaram hematdcrito abaixo dos valores de referéncia na
primeira coleta (sete dias antes da cirurgia) com valores de 30%, 34% e 36%, mas apresentaram
normalidade nos valores dos hematdcritos nas outras duas coletas. Na coleta dois dias apds a
cirurgia, oito aves apresentaram valores baixos de hematdcrito com valores variando de 30 a
36% e na terceira coleta, 10 dias apds a cirurgia, apenas uma ave apresentava valor baixo de
hematdcrito, com 36%. Contudo, nenhuma das aves apresentou apatia ou palidez de mucosas e
pele e estavam se alimentando e ingerindo agua normalmente.

Na avaliacdo realizada por Lichtenberger et al. (2009) com a perda aguda de sangue em
patos, a regeneracdo dos globulos vermelhos comegou a ocorrer 24 horas ap6s a perda
sanguinea, observando-se alteracGes regenerativas como a presenca de policromasia durante o
periodo de 48 horas. Foi observada uma tendéncia a diminuicéo nos valores de hematdcrito das
aves dois dias apds o procedimento cirargico, porém ndo houve alteracdes clinicas nas mesmas
que suscitassem preocupacdo e 10 dias ap0s o procedimento, os valores retornaram a
normalidade.

Segundo Fair et al., (2007), a avaliacio do hematOcrito ndo se baseia apenas na
concentracdo de glébulos vermelhos, mas também no tamanho desses globulos, ndo podendo
ser usado como unica fonte de informacdo. O hematdcrito deve se associar aos outros exames
de sangue como concentracdo de hemoglobina, células brancas e concentracdo de proteina
plasmatica, além do exame clinico do animal.

Observou-se reducdo dos niveis de hemoglobina nas amostras referentes a terceira
colheita, dez dias apds o procedimento cirdrgico. Esta reducdo foi significativa para os grupos
com feridas profundas seguidas da aplicacdo dos dois curativos hemostaticos, quando
comparadas o segundo e terceiro dia de colheita (dois e dez dias ap0s cirurgia, respectivamente).
Contudo, todos os valores ficaram acima do minimo normal para a espécie (10,7 g/dL)
(RITCHIE et al., 1994). A hemoglobina esta diretamente ligada ao transporte de oxigénio para
os pulmdes, ocorrendo um ajuste adaptativo as mudancas nas demandas de energia durante um

processo fisioldgico ou patolégico (DAVEY et al., 2000) (Figura 5).
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Figura 5 - Valores da hemoglobina das codornas submetidas aos ferimentos experimentais e
diferentes protocolos hemostaticos. Os dados estdo representados como média + erro padréo.
Os valores de p estdo expressos nas figuras em que foram observadas diferencas significativas
(Hb= hemoglobina; Controle= grupo controle (sem hemostatico); Subsulfato= hemostatico a
base de subsulfato férrico; Alveolex®= hemostatico a base de prépolis; Ferida superficial=
ferimento realizado em pele e subcutaneo; Ferida profunda= ferimento realizado em pele,
subcutaneo e musculatura; -7= sete dias antes da cirurgia; 2= dois dias ap0s cirurgia; 10= dez
dias ap0s a cirurgia).

Em relacdo a dosagem de fibrinogénio realizada nas trés colheitas, a concentracao dessa
proteina se comportou de forma semelhante nos grupos controle e Alveolex®, com tendéncia
a0 aumento e sendo significativa no grupo com ferimento superficial e tratado com Alveolex®
no dia 2 pos-cirdrgico, indicando uma resposta inflamatéria em virtude da lesao tecidual (Figura

6), indo em encontro com o estudo realizado por Hawkey e Hart (1988), onde observou que a
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dosagem de fibrinogénio em aves é uma ferramenta valiosa na triagem hematoldgica, indicando

resposta inflamatoria ou infecciosa, assim como ocorre em mamiferos.
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Figura 6 - Valores das dosagens de fibrinogénio das codornas submetidas aos ferimentos
experimentais e diferentes protocolos hemostaticos. Os dados estéo representados como média
+ erro padrdo. Os valores de p estdo expressos nas figuras que foram observadas diferencas
estatisticas significantes. (Fib= fibrinogénio; Controle= grupo controle (sem hemostéatico);
Subsulfato= hemostatico a base de subsulfato férrico; Alveolex®= hemostatico a base de
propolis; Ferida superifical= ferimento realizado em pele e subcutaneo; Ferida profunda=
ferimento realizado em pele, subcutaneo e musculatura; -7= sete dias antes da cirurgia; 2= dois
dias ap0s cirurgia; 10= dez dias apds a cirurgia).

Em estudo realizado com galinhas por Georgieva et al. (2010), a concentracdo
plasmatica de fibrinogénio aumentou apos a infeccdo das aves com a bactéria E. coli e a
infestacdo com E. tenella sugerindo que o fibrinogénio € um indicador confiavel de inflamacéo,

infeccdo e também quando ocorre prejuizos nos tecidos moles.
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Sendo assim, o fibrinogénio nas aves, assim como nos mamiferos, € uma proteina com
fungdo hemostatica de fase aguda, ocorrendo a coagulacdo nas aves quando a trombina
transforma o fibrinogénio plasméatico em um coagulo de fibrina (HARR, 2010).

Em relacdo a resposta leucocitéria encontrada nos exames de sangue, foi observado no
dia 2 uma tendéncia no aumento de leucdécitos totais em todos os grupos, sendo significativa

para os grupos controle e Alveolex® submetidos a ferimento superficial (Figura 7).
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Figura 7 - Valores de leucdcitos totais das codornas submetidas aos ferimentos experimentais
e diferentes protocolos hemostaticos. Os dados estao representados como média + erro padréo.
Os valores de p estdo expressos nas figuras que foram observadas diferencas estatisticas
significantes. (Leuc= leucdcitos totais; Controle= grupo controle do experimento (sem
hemostatico); Subsulfato= hemostéatico a base de subsulfato férrico; Alveolex®= hemostatico a
base de propolis; ferida superifical= ferimento realizado em pele e subcutaneo; ferida
profunda= ferimento realizado em pele, subcutdneo e musculatura; -7= sete dias antes da
cirurgia; 2= dois dias ap0s cirurgia; 10= dez dias apés a cirurgia).

A resposta cicatricial nas aves ocorre pela mobilizacdo, principalmente, de heterofilos
(células semelhantes aos neutrdfilos nos mamiferos) e mondcitos ao local da lesdo, sendo
compativel com os eventos observados. A migracdo celular comega a ocorrer nas primeiras

horas apds lesdo, ocorrendo vasodilatacdo e migragdo de heterofilos, mondcitos e basofilos.
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Apos estes eventos, inicia a migracao de linfocitos que podem durar trés dias, até que se encerre
a fase de reacdo inflamatdria aguda. Apds a inflamacdo aguda cessar, comeca a reparagao
tecidual, ocorrendo uma fibroplasia discreta, que se inicia logo ap6s a reacdo inflamatoria,
aumentando gradualmente durante sete a dez dias (PASS, 1989).

Os pontos de pele foram retirados ao décimo dia ap6s a cirurgia, pois o intervalo de 10
a 14 dias, em geral, é suficiente para que a pele se cure completamente (BURKE et al., 2002).

Foi realizada a avaliagdo visual da ferida e utilizada uma escala adaptada em relacéo
aos achados: edema, hematoma e formacédo de crosta, podendo variar de zero a nove para cada

ave. Os dados obtidos para cada grupo est&o descritos na figura 8:

Escala ferida

7.5

1 C+FS
b p<0,05 C+FP
g _ pe= 05 p=0 05 = S S+ FS
= 5.0 [
= m SS+FP
= = AL+FS
o T T
A 251 __J__ TIT Ooo AL+=FP

0.0

Grupos

Figura 8 - Avaliacdo visual das feridas, utilizando escala adaptada das codornas submetidas aos
ferimentos experimentais e diferentes protocolos hemostaticos. Os dados estdo representados
como média + erro padrdo. Os valores de p estdo expressos nas figuras que foram observadas
diferencas estatisticas significantes (C+FS= Grupo controle com ferida superficial; C+FP=
Grupo controle com ferida profunda; SS+FS= Grupo subsulfato férrico com ferida superficial;
SS+FP= Grupo subsulfato férrico com ferida profunda; AL+FS= Grupo Alveolex® com ferida
superficial; AL+FP= Grupo Alveolex® com ferida profunda).

E possivel observar que as diferencas estatisticas ocorreram com o grupo que foi
utilizado o hemostatico a base de subsulfato férrico. Nesse grupo houve os maiores valores na
escala, 0 que demostra que a cicatrizacdo foi mais afetada. Os grupos que foram utilizados o
hemostatico Alveolex® teve seus valores proximos aos grupos controles, demostrando que esses
grupos tiveram uma cicatrizacdo muito préxima ao esperado, com fechamento da ferida ao
décimo dia, quando foi realizada a retirada da sutura de pele e sem a formag&o de crostas que

causassem o atraso na cicatrizagéo.
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No caso do grupo que foi utilizado o hemostatico em pé a base de subsulfato férrico,
ocorreu dificuldades no manuseio do produto para colocar na ferida e necessitou de uma
quantidade de produto consideravel quando comparado ao Alveolex®, tornando o sangramento
mais longo. Durante a cicatrizacdo, houve a formagao de uma crosta na ferida e afastamento da
borda, demorando a ocorrer a cicatrizagdo completa, ou seja, houve uma reagdo do organismo
contra corpo estranho.

O subsulfato férrico forma um coagulo marrom escuro quando o produto entra em
contato com 0 sangue, podendo necessitar até cinco minutos para ocorrer a hemostasia
completa. Pode ocorrer o atraso na cicatrizacéo e variacdes na forma de cicatrizacdo (LEMON
et al., 1993). O subsulfato férrico ndo deve ser utilizado em foliculos de penas, por exemplo,
pois causa irritacdo e reacdo a corpo estranho, podendo causar granuloma, como foi possivel
observar no estudo realizados com as codornas (DEGERNES, 1994) (Figura 9).

Figura 9 - Ave do grupo que foi utilizado o hemostatico em p6 a base de subsulfato férrico em
ferida profunda apresentando atraso na cicatrizagdo com afastamento das bordas da incisdo e
reacdo ao hemostéatico, com formagéo de crosta.

No estudo realizado por Scarano et al. (2012) o subsulfato férrico foi utilizado para
controles em sangramentos na odontologia humana devido ao seu efeito hemostéatico, pois
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possui pH extremamente baixo e causa coagulac¢do intravascular rapida. Contudo, ndo houve
diferenca estatistica quando se utilizou o subsulfato férrico como método hemostético e houve
uma hemostasia eficiente em seis casos dos dez que foram utilizados. O subsulfato férrico ndo
foi utilizado em estruturas anatdmicas importantes como nervo mandibular ou mental, seio
maxilar ou assoalho do nariz e foi evitado o contato com 0sso cortical e tecidos moles.

Nas aves que foram utilizados o Alveolex®, a resposta celular vista nos exames de
sangue e na cicatrizacdo da ferida foi a mais préxima com grupo controle. Durante a cirurgia,
0 hemostéatico a base de propolis foi de facil manuseio e aplicacdo na ferida, cessando o
sangramento quase que imediatamente, ocorrendo minima perda sanguinea, acelerando o
processo de hemostasia. Além disso, o Alveolex® favorece a diminuicdo do tempo da lesdo
aguda, diminuindo a possibilidade de contaminagdes.

O Alveolex® ja é utilizado na odontologia humana para evitar alveolites e diminuir a
dor apos extracdo dentaria. Esse produto estimulou a formacdo de tecido 0sseo e evitou a
reabsorcdo Ossea, possuindo atividade anti-inflamatdria e antimicrobiana (PEREIRA et al.,
2012).

No estudo realizado por Gregory et al. (2002) com ferimentos decorrentes de
queimaduras em humanos, foi observado de forma clinica que os ferimentos tratados com creme
a base de prépolis apresentaram menor grau de inflamacao e a cicatrizacao foi mais rapida. Os
pacientes relataram também que a dor ndo foi um problema durante a cicatrizacao.

Em outro estudo, realizado por Sehn et al. (2009), feridas experimentais foram feitas
em ratos, com procedimento cirdrgico e anestesia, sendo utilizado uma pomada a base de
propolis no pés-cirdrgico, que influenciou o processo de cicatrizagdo cuténea, estimulando a
proliferacdo celular de queratindcitos e acelerando o processo de cicatrizacdo, assim como
observado nesse estudo que foram feitos com codornas domésticas.

Durante a necropsia das aves desse estudo, ndo foram observadas alteracdes
macroscopicas nos 6rgaos abdominais e toracicos ou alteracdes na pele do membro pélvico
direito, onde foi realizada a ferida experimental. No exame histolégico foram encontrados
achados como hiperceratose, fibroplasia, necrose, Ulceras, infiltrados inflamatorios
mononucleares e processo granulomatoso (Figura 10, 11 e 12). A localizacdo foi importante
sendo encontrados os achados histoldgicos em epitélio, tecido adiposo e musculatura podendo

ser de forma localizada ou de forma difusa.
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Figura 10 - Figura A: Atrofia epitelial (A) com hiperceratose difusa desproporcional (B) com
exsudacdo proteica difusa (C) e degeneracdo hialina de epiderme (D). Figura B: Infiltrado

inflamatorio mononuclear difuso (A) com exsudacao proteica difusa (B) entre fibras musculares
e neovascularizacdo (C) com hiperceratose (D) (H&E — 10X e 40X)

Figura 11 - Figura C: Hipertrofia muscular com nucleos periféricos (A), reacdo inflamatoria
mononuclear (B) e moderada fibroplasia (C) com exsudacdo proteica difusa (D). Figura D:
Necrose muscular difusa (A) e hipertrofia muscular focal (B) com infiltrado inflamatorio
mononuclear difuso fibroso (C) e exsudato proteico difuso (D) (H&E — 40X)
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Figura 12 - Necrose difusa (A), discreta fibroplasia hipertrofica (B) com calcificacdo distréfica
(C) associada a reacdo inflamatdria granulomatosa (D) composta por exsudato proteico (E) e
necrético (F) , neovascularizacdo (G) (H&E — 40X)

Os achados descritos na tabela 1 foram encontrados em todos 0s grupos, mas ndo houve

diferencas significativas entre eles:
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Tabela 1 - Descri¢do dos achados encontrados nos exames histologicos realizados em
codornas com feridas experimentais utilizando hemostéticos, utilizando a média e desvio

padrdo em anélises estatisticas.

Achados histopatologicos

Hiperceratose Fibroplasia ~ Necrose Ulceras Infiltrado Processo
Muscular Inflamatorio Granulomatoso

Mononuclear

CSs x 1,833 1,500 1,500 0,3333 0,6667 1,667
o 0,9832 1,225 1,225 0,5164 1,033 1,033
CP x 2,167 1,167 1,333 0,0 1,500 0,6667
o 1,169 0,9832 1,506 0,0 1,378 1,033
SFS x 1,667 1,500 2,333 0,1667 0,8333 1,333
o 0,8165 1,225 0,5164 0,4082 1,329 1,506
SFP x 2,000 1,833 2,667 0,0 1,500 0,8333
o 1,095 1,472 0,5164 0,0 1,643 1,329
ALS X 2,333 1,133 1,833 0,1667 0,8333 1,833
o 0,8165 1,211 0,9832 0,4082 1,329 1,472
ALP X 1,833 2,333 1,667 0,1667 1,500 1,500
o 1,472 1,211 1,366 0,4082 1,643 1,643

CS: Grupo controle e superficial; CP: Grupo controle e ferida profunda; SFS: Grupo com
subsulfato férrico e superficial, SFP:Grupo com subsulfato férrico e profunda; ALS: Grupo

Alveolex® e superficial; ALP: Grupo Alveolex® e profunda; x: Média; o: Desvio Padréo.

Apesar da analise estatistica ndo ter demonstrado diferencas significativas, algumas
alteracdes apresentaram uma tendéncia a se desenvolver em maior intensidade em alguns
grupos, tais como: necrose (subsulfato feérrico), infiltrado inflamatorio mononuclear (feridas

profundas) e processo granulomatoso (feridas superficiais) (Figura 13).
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Figura 13 Avaliacdo dos achados histopatoldgicos das feridas, utilizando escala adaptada das
codornas submetidas aos ferimentos experimentais e diferentes protocolos hemostéaticos. Os
dados estéo representados como media + erro padrdo. CS: Grupo controle e superficial; CP:
Grupo controle e ferida profunda; SFS: Grupo com subsulfato férrico e superficial; SFP:Grupo
com subsulfato férrico e profunda; ALS: Grupo Alveolex® e superficial; ALP: Grupo
Alveolex® e profunda.

Na avaliagéo histopatoldgica realizada no estudo com as codornas, foi possivel observar
maior incidéncia de necrose muscular nos grupos em que foi utilizado o subsulfato férrico. Este
achado, possivelmente, ocorreu devido a reacdo ao corpo estranho inserido na lesdo. O
subsulfato férrico apresenta maior granulometria e ferro na sua composicdo, induzindo uma
resposta inflamatoria crénica, causando lesdo tecidual pela persisténcia de células inflamatorias
DEGERNES, 1994.

Na avaliacdo realizada por Lemon et al., (1993), foi provocado um defeito 6sseo em
mandibulas de coelhos e utilizado o subsulfato férrico para o controle de hemorragias, sendo
este mantido na lesdo in situ. Na avaliacdo histopatoldgica, observou-se a presenca de coagulos
com subsulfato férrico e intensa resposta inflamatéria ao corpo estranho, que causou atraso na
cicatrizacdo quando comparadas ao grupo controle sem hemostatico.

Em outro estudo realizado por von Arx et al., (2006), o subsulfato férrico foi utilizado
na cirurgia periradicular para controle de sangramentos em coelhos. Na cirurgia, houve
extravasamento de sangue durante a aplicacdo do produto e apds o sangramento ser controlado,
foi realizada a curetagem e lavagem no local para retirar o subsulfato férrico residual. Na analise
histolopatoldgica, foi possivel observar a presenca de células gigantes e a presenca de material
estranho formando uma grave inflamag&o cronica no tecido apds 3 semanas de cirurgia, seguida

por reducdo da resposta inflamatoria na analise histopatologica com 12 semanas apos a cirurgia.
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No exame histoldgico da regido onde foi realizada a ferida cirurgica, foi possivel
observar a presenca de infiltrados inflamatérios mononucleares indicando um processo
inflamatorio crénico. Nesses processos estdo presentes principalmente células como
macréfagos e linfécitos T, indicando resposta tecidual, podendo ocorrer destruicdo do tecido
devido a persisténcia dessas celulas inflamatorias no tecido (KUMAR et al., 2015).

A presenca de células como macrdfagos e linfocitos é caracteristica da derme, onde ha
maior presenca de vasos sanguineos. Consequentemente, quando ocorre lesdo atingindo esta
camada, a primeira resposta do organismo € atraves dessas células, caracterizando a formacao
de infiltrados inflamat6rios mononucleares, como observamos nos grupos com ferida profunda,
tanto o controle, quanto os grupos com hemostaticos a base de subsulfato férrico ou prépolis
descritas na figura 13 (MONTEIRO-RIVIERE, 2012).

Em alguns casos a reacdo inflamatoria aguda dura semanas, mas quando a inflamacao
persiste por meses ou até anos, 0 processo se torna cronico. Esse processo cronico pode ocorrer
devido a presenca de material estranho que ndo pode ser fagocitado ou solubilizado durante a
fase aguda. Na inflamacdo cronica persistem células mononucleares como macrofagos,
monacitos e linfécitos e estas células permanecem no tecido se ndo conseguirem solubilizar o
material ingerido, atraindo fibroblastos, que produzem colageno por longos periodos, formando
uma massa chamada de granuloma. Nessa fase, de resolucédo ou organizacgéo tecidual, ndo ha
sinais cardinais de inflamac&o (LI et al., 2007), como ocorreu em algumas aves desse estudo,
ocorrendo a formacéo de granulomas em tecido adiposo e/ou musculatura para contencdo da
evolucao do processo agudo da inflamacao, onde as consequéncias sdo mais graves.

A formacdo do granuloma ocorre de forma mais acentuada nos grupos com feridas
superficiais, tanto controle, quanto com o uso de hemostaticos, pela caracteristica anatdmica da
pele. Na epiderme, hd menor quantidade de vasos sanguineos e maior presenca de células
epiteliais. Com isso, quando ocorre uma resposta a lesdo, o0 organismo tenta rapidamente isolar
0 agente agressor, atraindo fibroblastos para remodelar o tecido e com isso, ocorre a formacéao
de granuloma descrito na figura 13 (MONTEIRO-RIVIERE, 2012).

No estudo executado por Rahal et al. (2003), utilizando ratos, foi realizada a ferida
cirdrgica na regido toréacica lateral direita onde um grupo de animais foram submetidos ao
tratamento com prépolis. No exame histologico do 3° e 7° dia deste grupo foi possivel observar
infiltrados inflamatérios mononucleares e no 14° dia a ferida ja estava totalmente reepitelizada,

0S mesmos resultados encontrados neste estudo. Algumas diferengas séo encontradas na
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descrigdo histopatoldgica, devido a diferenga nos dias das coletas de material para 0s exames
histopatoldgicos realizados. No trabalho de Rahal et al. (2003), os exames histopatolégicos
foram realizados com poucos dias, diferente do estudo aqui realizados com codornas, onde 0s
exames foram realizados com 30 dias e 90 dias ap6s lesdo para observar a recuperacao do tecido
logo ap6s a cicatrizagdo aos 30 dias e com a recuperacdo completa do tecido, com 90 dias.

No exame histoldgico foi possivel observar ainda o processo de reepitelizagdo que tem
como objetivo restaurar a epiderme apds a lesdo, assim como hiperceratose indica um
progndstico positivo no desenvolvimento da inflamagdo. A epiderme funciona como uma
barreira cutanea, sendo formado por epitélio estratificado composto por varias camadas de
queratinécitos, que fornece uma barreira fisica entre o organismo e o meio ambiente,
protegendo contra patdgenos externos e limitando a perda de fluidos. Os queratindcitos
comegam em um estado proliferativo na camada basal, ocorrendo diferenciacdo quando passa
pelas camadas intermediarias até chegar na camada cornificada, onde se torna remanescentes
achatados de células mortas (PASTAR et al., 2014).

Foi possivel observar ainda a presenca de fibroplasia no tecido analisado. Este processo
se encontra na fase de proliferacéo da inflamacéo e tem o objetivo de substituir o tecido dérmico
ferido. A matriz extracelular provisoria formada pelo coagulo de fibrina (rico em fibronectina)
promove a orientacdo para que as celulas migrem para area lesada, para a formacdo da
angiogénese e da fibroplasia (LI et al., 2007).

A fibroplasia tem como aspecto fundamental a producdo de substancias essenciais e
colageno pelos fibroblastos. O primeiro passo da fibroplasia e formacéo de novos vasos através
de ramificacGes que ocorrem de vasos proximo a lesdo, que fornece sangue e nutrientes. Em 48
horas, os fibroblastos migram até as bordas da ferida e usam os feixes de fibrina para orientar
a cicatrizacdo, ocorrendo entdo a deposicdo de coldgeno coincidentemente quando a fibrina
comeca a desaparecer por fibrindlise (PHILLIPS, 2000).

A cicatrizacdo de feridas é um processo complexo, que envolve varios mecanismos
como coagulacdo, inflamacdo, fibroplasia, sintese e deposicdo de colageno, angiogénese,
epitelizacdo, contracdo e remodelacdo. A progressao suave desses eventos leva ao fechamento
precoce da ferida e nos casos onde a cicatrizacdo de feridas é prejudicada, pode levar a alta
morbimortalidade dos pacientes, devido ao risco de contaminacédo, por exemplo (PILLAI et al,
2010).
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6. CONCLUSOES

O estudo demonstrou que o0 hemostatico a base de propolis, o Alveolex®, trouxe
resultados melhores: facilidade no seu manuseio durante o trans-cirirgico, hemostasia em
poucos segundos e durante a avaliagdo visual da cicatrizagio, o Alveolex® ndo causou atraso
na cicatrizacdo e nao prejudicou a salde das aves. O hemostatico a base de subsulfato férrico
trouxe dificuldades no manuseio do produto e durante a aplicagdo, demorando mais para cessar

a hemorragia, além de atrasar a cicatrizacdo das feridas.
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