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Resumo

O estudo visa avaliar a viabilidade da pele de céo congelada a -4°C através de analises macroscopicas, bacterioldgicas
e histopatoldgicas com o intuito de formar um banco de pele como suporte para as plastias cutaneas. Os fragmentos
foram avaliados no momento da coleta (Ty) e aos 15, 30 e 45 dias apds o descongelamento. Macroscopicamente
observou-se alteragdo no odor, o qual se mostrou levemente adocicado. Na avaliagédo bacteriolégica verificou-se a
presenca de Staphylococcus sp. e Bacillus sp. apenas no T, enquanto que na avaliagdo histopatoldgica a estrutura da
pele e o arranjo do colageno mantiveram-se integros. Conclui-se que a pele de cdo congelada a -4°C é um método viavel
para formagdo de um banco de pele.

Palavras-chave: cées, curativo, glicerol, plastia cutanea.

Abstract

The study aims to evaluate the viability of dog skin frozen at -4 °C by macroscopic, bacteriological and histopatological
analysis intending to build a skin bank for supporting of cutaneous plasty. The fragments were analyzed at the moment of
collection (To) and on days 15, 30 and 45 after freezing. Macroscopically it was observed change in odor wich showed to
be slightly sweety. In the bacteriological evaluation it was observed the presence of Staphylococcus sp. and Bacillus sp.
only in To, while in the histopatological evaluation the skin structure and the collagen arrangement were maintained
intact. It can be conclude that dog skin frozen at -4 °C is a viable technique for building a skin bank.

Key-words: dog, dressing, glycerol, cutaneous plastic.

Introducéo perdas teciduais. As queimaduras, 0S

A pele, que recobre a totalidade da
superficie externa do corpo do animal, é o
maior 6rgdo, atingindo 16% de seu peso. Por
encontrar-se em contato direto com o meio
esta exposta a traumatismos que causam
solugbes de continuidade, resultando em

atropelamentos e deiscéncias sdo algumas
causas dessas perdas, necessitando da
intervencdo do médico veterindrio para
restituicdo de sua integridade funcional.
Devido a este fato, torna-se importante a
formacdo de um banco de pele, constituindo
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um elemento essencial em seu uso clinico e
cirtrgico na rotina de feridas (BOROJERIC e
SERRICELLA, 1999; BIRCHARD e
SMEAK, 2000).

Os bancos de pele, de ossos e de
membranas biolégicas tém sido
desenvolvidos, na medicina veterinaria, com o
intuito de serem utilizados em cirurgias
reparadoras por serem de baixo custo,
praticidade de aquisicdo e conservagdo
(MENEZES, 2001).

Geralmente, os doadores sdo animais
gue, em decorréncia de acidentes traumaticos
ou anestésicos, vieram a Obito. InformagGes
sobre o histérico médico e as circunstancias
do o6bito sdo importantes para a escolha, visto
gue animais que morrem com doencgas
infecto-contagiosas sdo descartados
(FRIEDLAENDER, 1987).

A pele, as membranas biologicas e o
0ss0 podem ser preservados por refrigeracdo
com ou sem antibidtico, por congelagao
utilizando-se crioprotetor, por liofilizacdo, por
agentes quimicos, como alcool, iodo, solugées
mercuriais, betapropriolactano, glutaraldeido,
esterilizacdo pelo 6xido de etileno e através da
imersdo em glicerina a 98%
(FRIEDLAENDER, 1987; PINTO JUNIOR et
al., 1990; COSTA et al., 1996; BRAVO et al.,
2000; RAISER et al, 2001). A
criopreservacdo a seco de enxertos permite
facil armazenagem por periodo ilimitado,
sendo a principal desvantagem o alto custo do
procedimento (VAMHIDY et al., 1990).

Webster (1944) foi o primeiro a
relatar o uso clinico de enxertos cutaneos
refrigerados  por  periodos de tempo
consideraveis. O periodo méaximo de
armazenamento foi de 21 dias para enxertos
viaveis.

O glicerol tem a propriedade de
proteger as células, provavelmente, pela
inibicdlo da desnaturacdo lipoprotéica e
modificacdo da pressdo osmotica (JONCK,
1981; PINTO JR et al., 1990). Tem sido muito
utilizado na medicina veterindria para
conservagéo de diferentes materiais biologicos
por ser um método simples e de baixo custo,
nado exigindo equipamentos especificos.

Quimicamente é um 4alcool triidrico
simples que se apresenta na forma liquida,
incolor, viscoso, de gosto adocicado e leve
odor caracteristico (SWINYARD, 1975). Tem
poder fixador e desidratante rapido, dotado de
propriedades  anti-sépticas com  amplo
espectro de acdo (PIGOSSI, 1967
ALVARENGA, 1992; MENEZES et al.,
2002), além de substituir a maior parte da
agua intracelular, entretanto, sem acelerar a
concentracdo ibnica das células, protegendo
sua integridade (RAISER et al., 2001).

Pigossi (1967) cita que a glicerina
reduz a antigenicidade e preserva a textura da
dura-méter canina e humana. Para que 0
tecido perca a capacidade de estimular a
antigenicidade, o tempo de conservagdo deve
ser no minimo de 30 dias (SARTORI FILHO
etal., 1997; COSTA NETO et al., 2000)

As analises microbiolégicas da pele
de cadaver conservada em glicerol 85%
mostraram que as espécies de bactérias mais
comumente detectadas foram Staphylococcus
epidermidis e a forma esporulada do Bacillus
sp. (VAN BAARE et al., 1998). Costa Neto et
al. (2000) estudaram a ag&o antimicrobiana da
glicerina a 98% empregada na conservacgéo de
ligamento nucal de bovinos, e verificaram que
todos os microrganismos foram susceptiveis
ao efeito bactericida da glicerina exceto na
forma esporulada do Bacillus cereus.

Em vista do exposto e por ser
frequente os acidentes envolvendo os animais
domeésticos que acarretam em feridas cutaneas
este trabalho teve como objetivo avaliar a
viabilidade de um banco de pele congelada a -
4°C, através de andlises macroscopica,
bacteriolégica e histopatoldgica.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no
Hospital Veterindrio do Departamento de
Medicina Veterinaria (DMV) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

A pele foi obtida de quatro cées
machos, adultos, sem raca definida, de porte
meédio, submetidos & eutanasia devido a
trauma irreversivel da coluna vertebral,
porém, sem nenhum sinal clinico de
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enfermidade. Os 30 fragmentos cuténeos
foram coletados na regido torécica lateral
direita e esquerda, até no maximo seis horas
apds o 6bito. A coleta foi realizada seguindo
as técnicas de antissepsias (SLATTER, 1993).

Os animais  doadores  foram
encaminhados para o bloco cirdrgico e
submetidos a todos os procedimentos de
rotina, que constou de tricotomia ampla das
areas doadoras, anti-sepsia da regido com
alcool (Alcool etilico, LAFEPE - Recife-
PE/Brasil), clorexidina a 2% (Riohex 2%,
Rioquimica - Sao José do Rio Preto-
SP/Brasil) e em seguida com alcool a 70°,
colocacgéo dos panos de campo, com posterior
procedimento de exérese dos fragmentos
cutaneos com auxilio de lamina de bisturi,
tesoura e pinga de dissecacdo sem dente.

Imediatamente apds a coleta, o0s
fragmentos foram lavados abundantemente
em solucdo fisiologica (Cloreto de Sddio
0,9%, LAFEPE - Recife-PE/Brasil), sequida
de lavagem com clorexidina a 2% e nova
lavagem com solucdo fisiologica. A tela
subcutanea, aderida a pele, foi retirada através
de dissecacdo com auxilio de pinga e tesoura.

Os fragmentos de pele foram medidos
com auxilio de paquimetro e colocados em
frascos de vidro previamente autoclavados,
contendo solucdo fisiolégica e glicerol
(Glicerol, Dindmica - S&o Paulo-SP/Brasil) a
20% onde foram armazenados no freezer a
temperatura de — 4 °C.

O processo de conservacdo foi
avaliado através dos exames macroscopico,
bacterioldgico e histopatoldgico da pele no
momento da coleta (Ty) e aos 15 (Tis), 30
(T30), € 45 (T4s) dias apos o descongelamento.
As analises foram realizadas imediatamente
apo6s o descongelamento, o qual foi efetuado
em banho-maria a 38 °C.

As avaliacBes macroscépicas foram
feitas observando-se a coloracdo, odor,
consisténcia e retracdo da pele.

O exame bacteriol6gico, antes do
congelamento, para andlise bacterioldgica, foi
realizado a partir de amostras através da coleta
de material da pele antes do congelamento e
do meio onde a pele foi conservada apds o

descongelamento com auxilio de swabs. O
material foi encaminhado ao Laboratorio de
Doencas Infecto-Contagiosas do DMV da
UFRPE, semeado em placas de Petri,
contendo &gar sangue e incubados em estufa
bacteriolégica a 37°C, durante 24 horas. As
bactérias foram classificadas através dos
aspectos morfolégicos de colbnias e
morfotintorias ao Gram (CARTER, 1988).
Para realizar a avaliacdo
histopatoldgica, fragmentos de peles foram
escolhidos aleatoriamente antes e apds o
descongelamento, fixado em solugdo de
formalina a 10%, incluido em parafina, cortado
com micrétomo manual para obtencdo de cortes
com cinco micras de espessura, corado pelo
método da hematoxilina-eosina (HE) e
examinados pelo microscdpio Optico de luz.

Resultados e Discussdo

A opcdo por utilizar cdes da rotina
hospitalar, que seriam submetidos a eutanasia,
deve-se ao fato de ndo justificar o sacrificio de
animais apenas para a coleta de fragmentos de
pele para formacdo de um banco de pele. Se
da mesma forma que € inviavel realizar coleta
de animais higidos por existirem diversas
substancias no mercado e procedimentos para
o tratamento de feridas, como citado por
Coelho et al. (1999), Ribeiro e Schumidt
(2000) e Monteiro et al. (2001).

Para a formagdo do banco de pele
foram utilizados quatro cdes, machos, adultos,
sem racga definida e de porte médio, obtendo
30 fragmentos.

Apesar da coleta ter sido asséptica,
como recomendado por Pinto Janior et al.
(1995), Melo et al. (1998) e Menezes et al.
(2002), no momento da coleta, foi observado
em 100% das amostras analisadas a presenca
de Staphylococcus sp. e Bacillus sp. Segundo
Slatter (1993), a microflora enddgena do
organismo é normalmente a maior fonte de
contaminacdo de feridas cirdrgicas, visto que
a pele é composta por bactérias residentes e
transitorias. O Staphylococcus apesar de
pertencer a flora residente, é a bactéria mais
importante da pele canina, haja vista que pode
tornar-se patdgena quando presente no leito da
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ferida. Tais resultados podem decorrer do curto
intervalo de tempo entre a aplicacdo da
clorexidina e 0 momento da coleta através de
swab, o que, provavelmente, ndo permitiu a
acdo antisséptica do mesmo no material
cutaneo coletado.

O processo de lavagem com soro
fisioldgico, seguida de lavagem com
clorexidina a 2% e nova lavagem com soro
fisiolégico dos fragmentos cutaneos que
compuseram o0 banco de pele, foram
executados com o intuito de retirar-se
qualquer residuo da clorexidina e diminuir a
possivel contaminacdo bacteriana da pele,
como recomendado por Menezes et al. (2002).

Em relacdo ao meio de conservacao, a
solugdo fisioldgica e glicerol a 20%, mostrou-
se ser viavel pela facilidade no preparo da
solucdo, mantendo as caracteristicas fisicas da
pele, apresentando também facil obtencdo e
baixo custo. O armazenamento a -4°C mostrou

ser viavel pelo fato de n&o necessitar de
aparelhos sofisticados, e sim, apenas de um
freezer doméstico, tendo apenas como pontos
negativos a ocupacdo de espaco pelo
equipamento, demanda de energia e
vulnerabilidade a possivel falta de energia
elétrica, 0 que poderia comprometer o material
estocado, tornando o seu uso inviavel. O tempo
de descongelamento variou entre 8 e 10
minutos, a quantidade era igual para todos os
frascos, porém, o que variou foi o tamanho dos
frascos e dos fragmentos de pele.

Na avaliacdo macroscépica, conforme
Tabela 1, no dia da coleta (T,), as peles dos
doadores eram de coloragdo branca, preta e
malhada; consisténcia maleavel e elastica.
Observou-se a presenca de retracdo que
ocorreu devido ao fato da &rea doadora
possuir uma derme espessa, composta por
fibras, que favorece a retracdo primaria.
Quanto ao odor, apresentou-se sui generis.

Tabela 1 - Avaliacdo macroscépica dos fragmentos cutdneos no momento anterior ao congelamento (To) e

com 15 (Tys), 30 (T3) € 45 (T4s) dias apds.

Parametros de

avaliagdo To Tis Tao Tus

Cor Branca, preta, malhada Sem alteracdo Sem alteracdo Sem alteracdo
Odor Sui generis Adocicado Adocicado Adocicado
Consisténcia Maleével Sem alteracdo Sem alteracdo Sem alteracdo
Elasticidade Presente Presente Presente Presente

TO 15 30 45

Momento de Avaliagdo

[m staphylococeus sp_O Bacillus sp |

Figura 1 — Freqiéncia da Staphylococcus sp. e
Bacillus sp. isolados de fragmentos
cutaneos em diferentes momentos de
avaliacdo do banco de pele.

Nas avaliacdes apds o congelamento,
a coloracdo e a consisténcia permaneceram

inalterados, contudo, o odor apresentou-se
levemente adocicado, fato que também foi
observado por Menezes et al. (2002), que
relata que tal fato ocorre, provavelmente,
devido a incorporacdo do glicerol e sua
impregnacdo a pele apdés a conservacdo. Em
relacdo a avaliacdo bacterioldgica nao foi
observada em nenhum dos momentos a
presenca de bactérias nas amostras analisadas,
possivelmente pelo poder antisséptico de
amplo espectro de acdo do glicerol e pelo
efeito residual da clorexidina (Figura 1).

Na avaliacdo histopatol6gica dos
fragmentos  cutdneos  observou-se  a
manutencdo do tecido, a integridade,
organizacdo das estruturas da pele e seus
anexos, bem como do arranjo do colageno do
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tecido frouxo e denso, ndo se verificando
alteracdes compativeis com degeneracao.

Conclusdes

A técnica de conservacdo estudada
permite manter a estrutura organizacional da
pele, o que viabiliza o seu emprego na
formacdo de um banco de pele.

A solucdo fisiolégica com glicerol
inibe o crescimento de Staphylococcus sp. e
Bacillus sp. nas amostras de pele a partir de
15 dias de conservacéo.
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