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RESUMO 

O ácido hialurônico (AH) é um polímero natural com propriedades 

imunomoduladora, antioxidante e anti-inflamatória, e usado no tratamento de 

feridas. Visto que para que ocorra a viabilidade do retalho cutâneo deve existir a 

estimulação da neovasculogênese e inibição da inflamação exacerbada, o 

presente estudo teve por objetivo avaliar o AH exógeno por via enteral e 

parenteral em retalhos cutâneos isquêmicos induzidos em ratos, por meio de 

exames clínicos, histológicos e avaliação dos biomarcadores pró e anti-

inflamatórios teciduais. Sessenta e quatro ratos com retalhos cutâneos 

isquêmicos no dorso foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de 16 

animais, de acordo com o tratamento: solução salina (0,9%) por via subcutânea 

(SC); água destilada por via oral (VO); AH (0,3%) (SC); AH (1%) (VO). As 

variáveis avaliadas incluíram a avaliação clínica e macroscópica, exame 

histológico e a avaliação das interleucinas pró e anti-inflamatórias. Para tal, oito 

rato de cada grupo foram eutanasiados no terceiro e sétimo dia após a confecção 

dos retalhos. Foi identificado menor porcentual de necrose nos ratos tratados 

com o AH parenteral. Observou-se variações significativas com relação as 

interleucinas pró e anti-inflamatórias, espessura da epiderme, quantidade total 

vasos sanguíneos e células inflamatórias intragrupos e intergrupos. O AH em 

forma de hialuronato de sódio de alto peso molecular (1400 ~ 2000 kDa) 

demonstrou efeitos benéficos quando usado por via enteral e parenteral em 

retalhos cutâneos isquêmicos de ratos. O AH (0,3%) administrado por via 

parenteral no local do retalho logo após seu fechamento evidenciou melhores 

resultados no porcentual de necrose e no processo de epitelização. 

 

Palavras-chave: cicatrização; cirurgia reconstrutiva; interleucinas inflamatórias; 

hialuronato de sódio. 



 

GALLINA, M. F. Evaluation of hyaluronic acid administered by enteral and 

parenteral route in ischemic skin flaps induced in rats. Botucatu, 2022. 58p. 

Dissertação (Mestrado em Biotecnologia Animal – Área de Clínica Cirúrgica 

Animal) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ), Campus de 

Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP). 

 

ABSTRACT 

Hyaluronic acid (HA) is a natural polymer with immunomodulatory, antioxidant 

and anti-inflammatory properties, and used in the treatment of wounds. Since, for 

the viability of the skin flap, there must be stimulation of neovasculogenesis and 

inhibition of exacerbated inflammation, the present study aimed to evaluate 

exogenous HA enteral and parenterally in ischemic skin flaps induced in rats, 

through clinical examinations, histological and evaluation of pro and anti-

inflammatory biomarkers tissue. Sixty-four rats with ischemic skin flaps on the 

back were randomly divided into four groups of 16 animals, according to 

treatment: saline solution (0.9%) subcutaneously (SC); orally distilled water (PO); 

AH (0.3%) (SC); AH (1%) (VO). The variables evaluated included clinical and 

macroscopic evaluation, histological examination and the evaluation of pro- and 

anti-inflammatory interleukins. Eight rats from each group were euthanized on the 

third and seventh day after making the flaps. A lower percentage of necrosis was 

identified in rats treated with parenteral HA. Significant variations were observed 

in relation to pro and anti-inflammatory interleukins, epidermis thickness, total 

amount of blood vessels and intragroup and intergroup inflammatory cells. HA in 

the form of high molecular weight sodium hyaluronate (1400 ~ 2000 kDa) has 

demonstrated beneficial effects when used enterally and parenterally in ischemic 

skin flaps in rats. HA (0.3%) administered parenterally at the flap site after its 

closure showed better results of the percentage of necrosis and epithelialization. 

 

Keywords: healing; reconstructive surgery; inflammatory cytokines; sodium 

hyaluronate. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

Os retalhos cutâneos são recursos importantes na área da cirurgia 

reconstrutiva, quer em pacientes humanos como na Medicina Veterinária, e 

amplamente usados na rotina cirúrgica de cães e gatos em falhas teciduais não 

passíveis de oclusão direta por meio de suturas (HEDLUND, 2008; 

KIRPENSTEIJN e HAAR, 2013). 

As principais complicações associadas ao uso dos retalhos incluem a 

deiscência de suturas, edema, hematoma, infecção, seroma e necrose 

(KIRPENSTEIJN e HAAR, 2013; CUDDY, 2017). Essas complicações podem 

estar associadas à diminuição ou ausência de vascularização, uma vez que o 

fluxo sanguíneo dos retalhos cutâneos depende inicialmente da própria 

vascularização (base pedicular), e posteriormente pela neovasculogênese 

(CYMROT et al., 2004; PEDRETTI et al., 2017). 

Durante a elevação do retalho para a realização da oclusão de feridas 

não passíveis de sutura direta, ocorre diminuição da perfusão sanguínea, 

principalmente na região mais distal ao pedículo, e posteriormente formação de 

necrose (KIRPENSTEIJN e HAAR, 2013; CUDDY, 2017; PEDRETTI et al., 

2017). Diversas substâncias vêm sendo pesquisadas com a finalidade de 

minimizar os eventos deletérios dos retalhos cutâneos e melhorar a viabilidade, 

sendo que o ácido hialurônico (AH) é uma das substâncias usadas pesquisas na 

área de pesquisa (ALMEIDA et al., 2004; ESTEVES et al., 2005; MAYTIN, 2016; 

PEDRETTI et al., 2017; FALLACARA et al., 2018). 

O AH é um polímero natural da família dos glicosaminoglicanos, 

presente em grande quantidade na matriz extracelular de humanos e animais, e 

identificado em maior concentração na pele (MAYTIN, 2016; FALLACARA et al., 

2018). Além da função estrutural e homeostática cutânea, o AH participa 

ativamente de todo o processo cicatricial cutâneo, como uma molécula 

sinalizadora, imunomodulação, como antioxidante, entre outras (HUMBERT et 

al., 2013; AYA e STERN, 2014; LEE et al., 2016; LITWINIUK et al., 2016; 

MAYTIN, 2016; FALLACARA et al., 2018; ABATANGELO et al., 2020; 

IACOPETTI et al., 2020; KAUL et al., 2021; LEITE e FRADE, 2021). 
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Paralelamente, o AH exógeno possui ação anti-inflamatória, e o seu 

uso por via oral apresentou uma distribuição cutânea significativa (BALOGH et 

al., 2008; PAULOIN et al., 2008; LAW et al., 2013; ZHONG et al., 2016). Ele já 

foi reportado como agente protetor no ressecamento e espessamento da pele 

submetida à radiação ultravioleta (KAWADA et al., 2015). Contudo, até o 

presente momento, a comparação do AH exógeno por via oral e local em retalhos 

isquêmicos estão ausentes na literatura. 

Visto que para que ocorra a viabilidade do retalho cutâneo deve existir 

a estimulação da neovasculogênese e inibição da inflamação exacerbada, o 

presente estudo tem por objetivo avaliar o AH exógeno por via enteral e 

parenteral em retalhos cutâneos isquêmicos induzidos em ratos, por meio de 

exames clínicos, histológicos e avaliação dos biomarcadores inflamatórios 

teciduais. A hipótese é que o uso do AH exógeno por via enteral ou parenteral 

tenha efeitos benéficos em retalhos cutâneos isquêmicos em ratos Wistar, 

quando comparados com os grupos tratados com água destilada e solução 

salina (0,9%). 

 O estudo se justificou porque avaliou os efeitos da administração do 

AH exógeno por diferentes vias (enteral e parenteral) em modelo de retalho 

cutâneo isquêmico. Os resultados do presente estudo podem servir de base para 

uso do AH exógeno em retalhos cutâneos de cães e gatos, visto que a necrose 

é considerada uma das complicações mais observadas em cirurgias 

reconstrutivas usando retalhos cutâneos. Paralelamente, não existem pesquisas 

relacionadas com a comparação do uso do AH exógeno por ambas as vias em 

retalhos cutâneos isquêmicos tornando o presente estudo inédito. 
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REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Cicatrização 

A cicatrização é um processo dinâmico que envolve eventos celulares 

e bioquímicos iniciado por um estímulo físico lesional e pela sinalização química, 

que decorre da ativação de células teciduais locais e sistêmicas (BALBINO et 

al., 2005). Os elementos teciduais fragmentados (colágeno, elastina, 

fibronectina) e proteínas séricas que entram em contato com a matriz 

extracelular induzem a liberação de mediadores inflamatórios pré-formados pela 

degranulação das plaquetas, mastócitos e terminações nervosas periféricas 

(BALBINO et al., 2005; HOSGOOD, 2006). 

Por sua vez, os mediadores inflamatórios primários se ligam aos 

receptores celulares locais induzindo modificações no seu metabolismo, e 

amplificando a produção de novos mediadores, como o eicosanóide, 

interleucinas inflamatórias, fatores de crescimento, neuropeptídeos e proteínas 

de adesão leucocitária (BALBINO et al., 2005; ISAAC et al., 2010). Em seguida, 

ocorre a mobilização de neutrófilos e monócitos; migração de queratinócitos e 

fibroblastos; angiogênese; produção de colágeno e deposição de matriz 

extracelular; e reepitelização (BALBINO et al., 2005). 

 

2.2 Retalhos cutâneos 

A vascularização cutânea é um sistema interligado composto pelo 

plexo subdérmico localizado na região subcutânea; e pelo plexo médio e 

superficial, ambos localizados na região da derme (KIRPENSTEIJN e HAAR, 

2013; PAVLETIC, 2018). O plexo subdérmico é de grande importância nas 

cirurgias reconstrutivas, visto que é formado pelas terminações das artérias e 

veias cutâneas diretas responsáveis pela perfusão de grandes áreas dérmicas 

(PAVLETIC, 2018). 

Os retalhos cutâneos são constituídos por pele e tecido subcutâneo, 

e um pedículo da área doadora o qual mantém a circulação sanguínea durante 

a confecção e transferência para área receptora (PAVLETIC, 2018). Ele é 

derivado da elevação cutânea, e posterior deslocamento e reposicionamento no 

leito receptor (CYMROT et al., 2004; PAVLETIC, 2018). Durante a confecção 
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dos retalhos pode ocorrer comprometimento circulatório de período variável e 

transitório, e caso a isquemia seja prolongada pode resultar em necrose tecidual 

(CYMROT et al., 2004). 

A classificação primária está relacionada com a vascularização, e 

divide os retalhos cutâneos em dois grandes grupos: retalhos de padrão 

subdérmico associado ao plexo vascular subdérmico; e os de padrão axial, que 

além do plexo vascular subdérmico também possuem vasos cutâneos diretos 

(KIRPENSTEIJN e HAAR, 2013; PAVLETIC, 2018). 

A cicatrização desses retalhos ocorre por primeira intenção, tornando 

as fases do processo de cicatrização mais curtas, e na maioria das vezes 

algumas das fases não são identificadas (ex. formação do tecido de granulação) 

(HONRADO e MURAKAMI, 2005; KIRPENSTEIJN e HAAR, 2013). Após a 

remoção das suturas, que varia entre sete a 10 dias, em cães e gatos, os bordos 

da ferida são mantidos unidos por fibrina, com cerca de 5% da força de tração, 

e sua resistência final não ultrapassa 80% (HONRADO e MURAKAMI, 2005). 

A região do retalho cutâneo distal ao pedículo vascular é considerada 

mais susceptível aos eventos isquêmicos devido ao menor suprimento 

sanguíneo (PEDRETTI et al., 2017), e para a manutenção da viabilidade dos 

retalhos cutâneos, é necessário que não ocorra isquemia prolongada, mesmo 

que o ocorra interrompimento parcial e temporário do fluxo sanguíneo, e 

liberação de mediadores inflamatórios, que resultam em vasoconstrição primária 

(PEDRETTI et al., 2017). Outros eventos que podem potencializar e prolongar a 

isquemia incluem o trauma cirúrgico excessivo, posicionamento do retalho com 

a presença de dobras, torção do pedículo vascular, edema, trombos, inflamação, 

hematoma, e a relação entre a extensão do pedículo e a área do retalho 

(ALMEIDA et al., 2004; MOLNAR, et al., 2019). 

 

2.3. Ácido hialurônico 

O AH é um polímero natural de cadeia linear não sulfatado, constituído 

por dissacarídeos N-acetil-d-glucosamina e ácido glucurónico e com ligações ß-

1,4-glicosídicas, pertencente ao grupo dos glicosaminoglicanos (FALLACARA et 

al., 2018). A sua síntese é realizada na face interna da membrana plasmática 

pelas hialuronato sintases, e formam cadeias longas, atingindo mais de 104 kDa 
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de massa molecular, contudo, existem AH com baixo peso molecular (AYA e 

STERN, 2014; FALLACARA et al., 2018). 

O AH é identificado ao redor das células epiteliais, tecido conjuntivo e 

nervoso, liquido sinovial, humor vítreo, cordão umbilical, cepas bacterianas, 

sendo que a sua maior concentração é identificada na pele (AYA e STERN, 

2014; FALLACARA et al., 2018; ABATANGELO et al., 2020). A degradação é 

tecidual pelas enzimas hialuronidases, e no meio intracelular por meio de 

lisossomos (ABATANGELO et al., 2020). O catabolismo é realizado localmente 

ou sistêmico por meio de células endoteliais e de vasos linfáticos (FALLACARA 

et al., 2018). 

O AH possui um papel estrutural devido à sua elevada hidrofilidade, e 

quando é de alto peso molecular ocorre a formação de uma substância viscosa 

(FALLACARA et al., 2018; ABATANGELO et al., 2020). Além de ser uma 

molécula estrutural passiva, possui um papel importante em diversos processos 

biológicos como molécula sinalizadora (FALLACARA et al., 2018). 

 

2.3.1 Ácido hialurônico exógeno 

Inicialmente, o AH era derivado da crista de galo e cordão umbilical, 

contudo, com advento da biotecnologia, na última década do século XX, se 

consolidou a sua obtenção por meio da fermentação bacteriana (BOERIU et al., 

2013), sendo que a maioria do AH comercial é obtido por meio da fermentação 

das bactérias do gênero Streptococcus ( VOIGT e DRIVER, 2012; FALLACARA 

et al., 2018). 

O AH de alto peso molecular (> 900 kDa) possui atividade anti-

inflamatória, modulando o recrutamento de células inflamatória, ao contrário do 

AH de baixo peso (< 120 kDa), que promove a angiogênese e a remodelação 

tecidual (LITWINIUK et. al, 2016; ABATANGELO et al., 2020; KAUL et al., 2021). 

Durante o processo de hemostasia, o AH liga-se ao fibrinogênio estabilizando o 

coágulo e a sua fragmentação por meio da ação das hialuronidases plaquetárias, 

induz a atração dos leucócitos polimorfonucleares e limita a ação das 

mieloperoxidases e assim, diminui a intensidade da resposta inflamatória (AYA 

e STERN, 2014). A maior fragmentação do AH parece induzir a migração de 

macrófagos para a ferida, e maior expressão do fator de necrose tumoral alfa 
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(FNT‐α) e outras interleucinas pró-inflamatórias como a interleucina 1 beta (IL-

1β) (AYA e STERN, 2014; LITWINIUK et al., 2016). 

O AH modula a expressão do fator de crescimento vascular endotelial; 

estimula a proliferação de fibroblastos e síntese de colágeno tipo III e outros 

componentes da matriz extracelular; induz um ambiente bioquímico para que 

ocorra a migração dos fibroblastos; e regula a migração de queratinócitos no 

processo de reepitelização por meio do complexo AH-receptor CD44 (AYA e 

STERN, 2014). 

Estudos realizado por Humbert et al. (2013) e Lee et al. (2016), 

evidenciaram maior taxa de cura, e em menor tempo, em pacientes humanos 

diagnosticados com úlceras diabéticas e venosas, tratados com o AH. O AH de 

peso molecular alto (1000 kDa) associado ao iodopovidine demonstrou promover 

melhor cicatrização, por meio do aumento da neovascularização e ação anti-

inflamatória em ratos diabéticos (CHEN et al., 2019). 

Iacopetti et al. (2020), utilizaram pomada de AH (0,2%) em feridas 

cutâneas em ovelhas, e identificaram um processo de cicatrização mais curto, 

como também, maior estímulo na formação dos anexos cutâneos. 

Paralelamente, Leite e Frade (2021), demonstraram em seu estudo, que a 

mesma pomada induziu a reepitelização mais rápida em feridas abrasivas de 

ratos. 

Com relação aos retalhos cutâneos isquêmicos, Shalom et al. (2008) 

não identificaram diferenças significativas entre os ratos tratados com AH 

injetável (1%) e com solução salina (0,9%), aplicados no leito do retalho logo 

após o procedimento cirúrgico e avaliados por meio de marcação por 

fluoresceína. 

Estudos do uso do AH por via oral em retalhos isquêmicos estão 

ausentes na literatura. Balogh et al. (2008), identificaram a presença de AH 

radioativo na pele de ratos após quatro horas da administração oral do AH de 

alto peso molecular (1100 – 1500 kDa). Esse fato foi corroborado por Oe et al. 

(2014) e Kimura et al. (2016), em ratos, quando se fez o uso do AH de diferentes 

pesos moleculares (300 e 920 kDa) na dose variando de 25 e 200 mg/kg. 
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2.4 Biomarcadores inflamatórios 

O aumento de cálcio intracelular durante a isquemia promove a 

ativação das fosfolipases, e desse modo, aumentando os eicosanoides e 

subprodutos do ácido araquidônico (GRANGER et al., 2015). Os eicosanoides 

amplificam a resposta inflamatória aumentando a concentração de interleucinas 

pró-inflamatórias (ex. FNTα e IL-1β) e favorecendo a interação neutrófilo-célula 

endotelial (GRANGER et al., 2015). Essa interação parece promover o acúmulo 

de neutrófilos e, assim, prejudicar o fluxo sanguíneo da microcirculação 

(CAMPOS e YOSHIDA, 2004). 

As interleucinas inflamatórias (pró e anti-inflamatórias) são proteínas 

não estruturais e mediadores na resposta inflamatória (DINARELLO, 2000; De 

OLIVEIRA et al., 2011). A IL-1β e o FNTα são as primeiras interleucinas pró-

inflamatórias a serem produzidas no local do trauma tecidual, e são sintetizadas, 

principalmente, pelos macrófagos, como também pelos fibroblastos e células 

endoteliais lesionadas (De OLIVEIRA et al., 2011). Elas agem na cascata 

inflamatória aumentando a síntese de outros mediadores inflamatórios, que 

incluem o fator ativador de plaquetas, leucotrienos, prostaglandinas e óxido 

nítrico, além de outras interleucinas (DINARELLO, 2000; De OLIVEIRA et al., 

2011; GRANGER et al., 2015). Ambas as interleucinas estão entre as principais 

interleucinas pró-inflamatórias inatas agudas (amplificadores potentes da 

inflamação) e são correlacionadas com o aumento sérico em distintas lesões, 

como as resultantes de doenças cardiovasculares, isquemia-reperfusão 

pulmonar e lesão traumática encefálica. Elas promovem o recrutamento e 

ativação de leucócitos e induzem a degradação da matriz extracelular por 

indução de metaloproteinases (RODNEY et al., 2018; LIANG et al., 2019; 

HANNA e FRANGOGIANNIS, 2020; AIN et al., 2021). 

A interleucina 6 (IL-6) é outra citocina pró-inflamatória liberada 

precocemente após a lesão tecidual (DINARELLO, 2000; De OLIVEIRA et al., 

2011). Possui atividade pleiotrópica, por meio da circulação sanguínea induz o 

fígado à liberação de proteínas de fase aguda, como a proteína C - reativa, 

amiloide A, fibrinogênio, complemento C3, haptoglobina e trombopoietina (De 

OLIVEIRA et al., 2011; TANAKA et al., 2014). Paralelamente, ativa células 

endoteliais vasculares e estimula a produção do fator de crescimento endotelial 

vascular (VEFG), e desse modo, aumenta a permeabilidade vascular gerando 
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edema intersticial (DINARELLO, 2000; De OLIVEIRA et al., 2011; TANAKA et 

al., 2014). Também promove a ativação de neutrófilos, maturação de 

macrófagos e diferenciação dos linfócitos T citotóxicos e células natural killer 

(DINARELLO, 2000; De OLIVEIRA et al., 2011; TANAKA et al., 2014). Ela é 

secretada por diferentes células que incluem os macrófagos ativados, 

monócitos, eosinófilos e os hepatócitos (De OLIVEIRA et al., 2011; TANAKA et 

al., 2014). 

Dentre as interleucinas anti-inflamatórias, a interleucina 10 (IL-10) 

possui destaque visto que atua em diversas células imunes, em relação aos 

macrófagos, promove a diminuição da sua atividade, assim como, suprime a 

ação de células natural killer, e atua, também, sobre os linfócitos B e T (SARAIVA 

e O’GARRA, 2010; De OLIVEIRA et al., 2011). A IL-10 limita as respostas 

inflamatórias exacerbadas associadas com as interleucinas pró-inflamatórias, 

principalmente a IL-1β e IL-6 e FNTα, sendo associada à prevenção de afecções 

inflamatórias e autoimunes (SARAIVA e O’GARRA, 2010; De OLIVEIRA et al., 

2011). 

A significância clínico-patológica dessas interleucinas no processo 

inflamatório faz com que as suas mensurações a nível tecidual sejam 

importantes na avaliação de diferentes produtos em feridas abertas e retalhos 

cutâneos (SILVA et al., 2015; UCHIYAMA et al., 2015; HUANG et al., 2019; 

BESERRA et al., 2020; FENG et al., 2020), visto que são biomarcadores da 

inflamação exacerbada. 
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TRABALHO CIENTÍFICO  
 

Artigo científico a ser enviado para Acta Cirúrgica Brasileira 

(https://www.scielo.br/j/acb/). O trabalho científico será traduzido para a língua 

inglesa para submissão. O corpo do texto foi formatado de acordo com as 

normas de submissão da revista, com exceção das figuras e legendas que 

foram inseridas no texto. 

 

Avaliação do ácido hialurônico administrado por via enteral e parenteral 

em retalhos cutâneos isquêmicos induzidos em ratos 

 

Resumo 

Objetivo: Avaliar o ácido hialurônico exógeno de fermentação bacteriana por via 

enteral e parenteral em retalhos cutâneos isquêmicos induzidos em ratos, por 

meio de exames clínicos, histológicos e biomarcadores inflamatórios teciduais. 

Material e métodos: Sessenta e quatro ratos com retalhos cutâneos isquêmicos 

no dorso foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de 16 animais, de 

acordo com o tratamento: solução salina (0,9%) por via subcutânea (SC); água 

destilada por via oral (VO); AH (0,3%) (SC); AH (1%) (VO). As variáveis avaliadas 

incluíram a avaliação clínica e macroscópica, exame histológico e a avaliação 

das interleucinas pró e anti-inflamatórias. Para tal, oito rato de cada grupo foram 

eutanasiados no terceiro e sétimo dia após a confecção dos retalhos. 

Resultados: Foi identificado menor porcentual de necrose nos ratos tratados 

com o do AH parenteral. Observou-se variações significativas com relação as 

interleucinas pró e anti-inflamatórias, espessura da epiderme, quantidade total 

vasos sanguíneos e células inflamatórias intragrupos e intergrupos. 

Conclusão: O AH em forma de hialuronato de sódio de alto peso molecular 

(1400 ~ 2000 kDa) demonstrou efeitos benéficos quando usado por via enteral e 

parenteral em retalhos cutâneos isquêmicos de ratos. Contudo, o AH (0,3%) 

administrado por via parenteral (local) evidenciou melhores resultados no 

porcentual de necrose e de epitelização. 
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Palavras-chave: cicatrização; cirurgia reconstrutiva; interleucinas inflamatórias; 

hialuronato de sódio. 

 

Introdução 

 

Os retalhos cutâneos consistem na elevação cutânea, deslocamento 

e reposicionamento em um novo leito receptor, o que gera um comprometimento 

circulatório de período variável e transitório [1-3]. Para que ocorra a 

sobrevivência do retalho é necessário que não ocorra isquemia prolongada ou 

necrose, sendo que esses fatores podem estar associados ao trauma cirúrgico, 

processo inflamatório exacerbado, bem como as alterações decorrentes do 

restabelecimento da circulação sanguínea, uma vez que o fluxo sanguíneo dos 

retalhos cutâneos depende inicialmente da própria vascularização, e 

posteriormente pela neovasculogênese [1-5]. Desse modo, existe a necessidade 

do uso de substâncias que diminuam os efeitos deletérios e, consequentemente, 

aumentem a viabilidade dos retalhos cutâneos [1-3,5]. O ácido hialurônico (AH) 

é um biopolímero da família dos glicosaminoglicanos identificado em maior 

concentração na pele, e usado na cicatrização de feridas, devido as suas 

propriedades hidroscópicas, homeostáticas, imunomoduladora, anti-inflamatória 

e antioxidante, e como molécula sinalizadora no processo de cicatrização 

cutânea [5-15]. 

O mecanismo de ação do AH por via oral não está completamente 

elucidado, porém já foi identificado ao nível da pele e outros tecidos [16-20] . Até 

o presente momento, a comparação do AH exógeno por via oral e local em 

retalhos isquêmicos estão ausentes na literatura, desse modo, objetiva-se com 

o presente estudo, avaliar o AH exógeno por via enteral e parenteral em retalhos 

cutâneos isquêmicos induzidos em ratos Wistar. A hipótese é que o AH exógeno, 

por via enteral ou parenteral, tenha efeitos benéficos nos retalhos cutâneos 

isquêmicos em ratos Wistar, quando comparados com os grupos tratados com 

água destilada e solução salina (0,9%). 
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Material e Métodos 

 

Animais e ambiente de experimentação 

A metodologia adotada no presente estudo foi analisada pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinária 

(FMVZ), Universidade Estadual Paulista (Unesp), campus de Botucatu, São 

Paulo (SP) (atestado nº 0166/2020) (ANEXO 1). 

Foram utilizados 64 ratos hígidos da espécie Rattus novergicus, 

linhagem Wistar, heterogênicos, convencionais, machos não submetidos à 

contracepção cirúrgica, com idade entre 12 e 14 semanas, e massa corpórea 

entre 300 e 400 g. Os animais foram cedidos pelo Biotério Central de Criação e 

Manutenção da Unesp, campus de Botucatu, SP. Adicionalmente, quatro ratos 

foram usados como controle negativo das análises dos biomarcadores 

inflamatórios. 

Os ratos foram submetidos à ambientalização ao ambiente de 

experimentação durante 14 dias, e mantidos em grupos de quatro animais em 

caixas plásticas de polisulfona (497 mm x 341 mm x 265 mm). Os animais 

receberam água filtrada e ração comercial para ratos ad libitum. 

O ambiente experimental manteve-se climatizado, com controle de 

temperatura (23º C), umidade variando entre 40 e 60%, e ciclos de claro/escuro 

de 12 horas. Nesta fase, foi realizada a vermifugação com ivermectina (1%) 

(Ivomec®, Merial Saúde Animal Ltda., Paulínia, São Paulo) (0,1 mL diluída em 

100 mL de água potável em bebedouro coletivo), a cada sete dias, durante 14 

dias [21]. Após a ambientalização, os ratos foram alocados individualmente em 

caixas de polisulfona (385 mm x 251 mm x e 240 mm), e foi usado papel sulfite 

amassado como enriquecimento ambiental. As caixas foram limpas a cada 48 

horas com água e sabão neutro. 
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Procedimento experimental 

 

Confecção dos retalhos cutâneos isquêmicos 

Os 64 ratos foram submetidos à realização de retalhos cutâneos 

isquêmicos após pré-medicação anestésica com sulfato de morfina [2 mg/kg, por 

via subcutânea (SC)], e posteriormente anestesiados com associação de xilazina 

(10 mg/kg) e cloridrato de cetamina (75 mg/kg), por via intraperitoneal (IP). 

A região dorsal foi submetida à tricotomia ampla utilizando uma 

máquina de tricotomia, e a antissepsia foi realizada com clorexidina alcoólica 

(0,5%). Em seguida, foi realizado uma demarcação do retalho de 3 cm de largura 

e 10 cm de comprimento no dorso dos ratos utilizando um molde pré-

confeccionado e caneta de marcação cirúrgica, tendo como limites anatômicos 

a região caudal das escápulas, e a linha média dorsal como o centro do retalho 

[22] (Figura 1A). Após a demarcação, procedeu-se incisão cutânea com bisturi 

com lâmina nº 20, e dissecção romba com tesoura Metzembaum para elevação 

do retalho incluindo o músculo panniculus carnosus (Figura 1B). Após o 

reposicionamento, foi realizada a sutura das margens, com fio de sutura náilon 

4-0, utilizando o padrão interrompido simples, com espaçamento de 0,5 cm entre 

os pontos de sutura (Figura 1C). 

 

 

 

 

 

Figura 1 - A - Demarcação do retalho cutâneo; B - 
Elevação do retalho cutâneo com a inclusão do 
músculo panniculus carnosus; C - Aspecto final do 
retalho cutâneo dorsal após a dermorrafia (Arquivo 
pessoal, 2021). 
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Para o controle da dor pós-operatória foi administrado o cloridrato de 

tramadol (10 mg/kg, SC), a cada 12 horas, durante 48 horas. Os procedimentos 

cirúrgicos foram realizados pela mesma pessoa com experiência em cirurgia, 

sempre no mesmo horário (07:00 horas), e utilizando os protocolos de assepsia. 

 

Grupos experimentais 

Após a confecção dos retalhos cutâneos, os ratos foram alocados 

aleatoriamente, utilizando o programa Randomizer® (2018), em quatro grupos de 

16 animais, de acordo com o tratamento: solução salina (0,9%) (SC) – G1; água 

destilada por via oral (VO) – G2; AH (0,3%) (SC) – G3 e AH (1%) (VO) – G4. 

Após a dermorrafia, os ratos dos grupos G1 e G3 foram submetidos à 

administração de dose única de 1,5 mL de respectivas substâncias, no leito do 

retalho cutâneo, com o objetivo de contemplá-lo totalmente. Para tal, foi usada 

uma microcânula atraumática (0,90 mm x 100,0 mm) (Fabinject Ind. Com. Imp. 

Exp. Eireli, Taubaté, São Paulo) acoplada em uma seringa estéril de 3 mL. A 

microcânula foi inserida entre os pontos de sutura localizados na extremidade 

distal, e as substâncias foram administradas no sentido craniocaudal, por meio 

do deslocamento da microcânula. 

Nos ratos do grupo G2 foi administrado água destilada (0,9 mL), e nos 

do grupo G4, o AH (1%), na dose de 0,025 mg/g [17], por meio de gavagem, 

utilizando uma cânula curva e rígida (1,20 mm x 39,0 mm) (Ciencor Scientific 

LTDA, Barra Funda, São Paulo). Ambos os tratamentos tiveram início oito horas 

antes da confecção dos retalhos cutâneos, e foram repetidas a cada 24 horas, 

durante sete dias [18,19]. 

Todos os tratamentos foram realizados no mesmo período do dia 

(07:00 horas), e pelas mesmas pessoas, seguindo os procedimentos de 

assepsia estéreis. O estado clínico geral dos animais e da ingestão de alimentos 

e água foi realizada a cada 24 horas, por meio de observação dos respectivos 

recipientes. Durante o período do estudo, não foi administrado nenhum 

antibiótico, anti-inflamatório ou realizada a limpeza da ferida cirúrgica, com o 

intuito de não influenciar com os resultados. 
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Aquisição das substâncias 

A solução salina injetável estéril (0,9%) (Eurofarma®, Ribeirão Preto, 

São Paulo) e a água destilada estéril (Samtec®, Ribeirão Preto, São Paulo) foram 

obtidas em distribuidora hospitalar. 

O AH de fermentação bacteriana foi importado liofilizado (pó) sob a 

forma farmacêutica de hialuronato de sódio, grau injetável de pureza, de peso 

molecular de 1400 ~ 2000 kDa, podendo ser utilizado por via enteral ou 

parenteral de acordo com o fabricante (Bloomage Freda Biopharm Company, 

LTD, Jinan, China). A diluição foi realizada cinco minutos antes do seu uso, 

sendo que para administração enteral foi realizada uma diluição de 1% com água 

destilada estéril, e para a via parenteral a diluição foi de 0,3% em solução salina 

(0,9%) estéril. 

 

Variáveis avaliadas 

Todos os ratos foram submetidos à avaliação clínica, que incluiu a 

mensuração da massa corpórea (MC) e da temperatura retal (TR); avaliação 

macroscópica dos retalhos (presença de deiscência de sutura, de hematoma, 

seroma, contaminação/infecção e porcentual de necrose); avaliação dos 

biomarcadores inflamatórios teciduais e exame histológico. 

As variáveis MC e a TR foram avaliadas 10 minutos antes da 

confecção dos retalhos cutâneos (M0), no terceiro dia (M3d) e no sétimo dia após 

(M7d) a confecção dos retalhos. 

A avaliação macroscópica foi realizada a cada 24 horas durante sete 

dias. O porcentual de necrose, a avaliação dos biomarcadores inflamatórios e 

histológica, foi realizada nos momentos M3d e M7d. As avaliações foram 

realizadas sempre pelo mesmo avaliador independente, e no mesmo horário 

(07:00 horas), utilizando a metodologia encoberta. 

 

Avaliação clínica 

A mensuração da MC e da TR foi realizada por meio de uma balança 

digital de precisão (Toledo®, Mettler - Toledo Ind. e Com. Ltda., Barueri, São 

Paulo) e de um termômetro digital retal (G-tech®, Center Medical, Barueri, São 

Paulo), respectivamente. 
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A avaliação macroscópica foi determinada pela presença ou ausência 

de deiscência de sutura, hematoma, seroma, contaminação/infecção e 

posteriormente armazenados em uma planilha Excel® para posterior análise 

estatística descritiva. 

Para a avaliação do porcentual de necrose, os retalhos foram 

fotografados utilizando uma câmera fotográfica digital (Sony®, modelo Cyber-

shot DSC-WX50) com resolução de 16,2 megapixels com imagem no formato 

JPEG®, e luz artificial (anel de luz led). A câmera foi fixada perpendicularmente 

aos retalhos por meio de um suporte específico, com o objetivo de reduzir as 

distorções produzidas pela inclinação da câmera. Foi padronizada uma altura de 

25 cm entre a câmera e o retalho, aferida por meio da régua plástica transparente 

(30 cm de comprimento). Paralelamente, uma fita métrica (100 cm de 

comprimento) foi colocada do lado do animal com a finalidade de servir de 

referência métrica para o cálculo das áreas utilizando o software ImageJ® 

(National Institutes of Health, NIH). Três fotografias com o flash desligado foram 

realizadas para obtenção de um valor médio. 

O porcentual de necrose foi determinada pela fórmula segundo a 

literatura Camargo et al. (2014) [22]: 

 

 

 

Avaliação dos biomarcadores inflamatórios teciduais e avaliação histológica 

Oito ratos de cada grupo foram selecionados aleatoriamente, e 

eutanasiados, utilizando a associação de xilazina (2%) (30 mg/kg) e cloridrato de 

cetamina (1%) (180 mg/kg) (IP), nos momentos M3d e M7d, e seus retalhos 

foram submetidos a avaliação dos biomarcadores inflamatórios e exames 

histológicos. 

Para a coleta dos retalhos considerou-se a região com ausência de 

alterações macroscópicas cranial à necrose, preconizando o lado direito do 

retalho para a coleta das amostras para a avaliação das interleucinas 

inflamatórias, e o lado contralateral, para a realização dos exames histológicos. 
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As amostras para avaliação das interleucinas inflamatórias foram 

colocadas em Eppendorfs e imergidas em nitrogênio líquido (-196° C) e 

armazenadas à -80° C. Foram avaliadas as interleucinas pró-inflamatórias que 

incluíram a IL-1β, IL-6 e o FNT-α. A IL-10 foi usada como marcador anti-

inflamatório. Foi realizado a homogeneização das amostras na proporção 1:5 

(peso da amostra em mg: volume de tampão em µL) com tampão fosfato salino 

de pH 7.4 e coquetel inibidor de protease (99:1) (Sigma-Aldrich®, Merck, Barueri, 

SP), e em seguida foi efetivada a centrifugação do homogenato por 15 minutos 

a 10.000 rpm e 4° C. Após a centrifugação, o sobrenadante foi coletado para a 

quantificação de proteínas e análises proteicas. 

 A quantificação de proteínas totais foi realizada por meio do kit de 

detecção de proteínas Interkit Proteínas Totais (Interteck Katal, SP), com a 

quantificação sendo realizada pelo método de biureto de acordo com as 

instruções da empresa. As proteínas totais foram determinadas para que os 

dados dos parâmetros analisados fossem expressos em relação à quantidade 

de proteínas da amostra em miligramas. Após o processamento das amostras, 

o sobrenadante foi usado para determinar os níveis das interleucinas por meio 

do ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) utilizando kits comerciais para 

cada interleucinas (R&D Systems, Minneapolis, EUA), de acordo com os 

protocolos e concentrações fornecidos pela empresa. 

 Os espécimes para avaliação histológica foram colocados em frascos 

de solução de Alfac®, durante 24 horas, e posteriormente, mantidas em álcool 

70% até a inclusão em parafina. Foram realizados cortes de 5 µm e coloração 

pelo método de hematoxilina-eosina (H&E) para avaliação geral do tecido. A 

quantidade de colágeno total foi determinada pela coloração Tricômio de 

Masson. 

 Para a avalição histológica, foram realizadas análises por meio de 

fotomicrografias do centro dos retalhos utilizando dez campos em magnificação 

de 40X, totalizando uma área de 100.000 µm2. A análise morfométrica abrangeu 

o número de vasos sanguíneos/campo; células inflamatórias totais/campo e 

colágeno total/campo, e para a espessura da epiderme (µm) procederam-se dez 

medições por campo. As avaliações morfométricas foram realizadas por meio do 

software CellSens Standard (Olympus, Center Valley, PA, EUA) e as 
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mensurações pelo software AVSoftBioView. Os parâmetros foram quantificados 

e inseridos em planilhas Excel® para posterior análise estatística. 

  

Análise estatística 

 Para análise estatística foram utilizados os softwares R (Version 4.0.5 

- © 2021, R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria) e o Excel 

Versão 16.0.6742.2048 – 2019, Microsoft, Washington, Estados Unidos). 

Procedeu-se cálculo de estatística descritiva das variáveis quantitativas por meio 

da média, desvio padrão, mediana, valores máximo e mínimo, primeiro e terceiro 

quartis. 

A suposição de normalidade foi avaliada pelo Teste Shapiro-Wilk, nos 

casos em que a suposição de normalidade foi atendida utilizou-se o teste 

paramétrico Teste t para amostras dependentes e independentes. Nos casos 

que a suposição de normalidade não foi atendida foi usado o Teste de Wilcox. 

Na comparação entre os grupos experimentais utilizou-se o Teste ANOVA 

quando a suposição de normalidade foi atendida, quando não, utilizou-se o Teste 

de Kruskal-Wallis. Em todas as comparações considerou-se como diferença 

significativa valor de probabilidade inferior a 0,05 (p < 0,05). 

 

Resultados 

 

Avaliação clínica 

Durante o período do estudo não foi identificado diminuição da 

ingestão de alimentos e água, e presença de diarreia e óbitos. Paralelamente, 

não foram observadas reações cutâneas resultantes da aplicação do AH. 

A MC não demonstrou variação significativa entre os grupos por 

momento avaliado. Contudo, ocorreu uma diminuição significativa (p < 0,05) em 

todos os grupos entre M0 e o M3d (Tabela 1). Os valores da TR não 

apresentaram diferenças estatísticas (Tabela 2). 

Não foi evidenciada presença de hematoma, seroma ou 

contaminação em nenhum dos grupos. Foi identificada deiscência de um ponto 

de sutura na região distal à base do retalho, 24 horas após, porém, sem resultar 

na abertura do retalho. A incidência foi de: 62,5% (10/16) - grupo tratado com o 
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AH (1%) por via enteral; 56,3% (9/16) - grupo tratado com o AH (0,3%) por via 

parenteral; 50% (8/16) – grupo tratado com a água destilada por via oral; 37,5% 

(6/16) – grupo tratado com solução salina (0,9%) por via parenteral. 

Em todos os grupos, o início da necrose ocorreu 48 horas após à 

confecção dos retalhos, e com aumento da área necrosada até sete dias após à 

indução dos retalhos (Figura 2). 

Todos os grupos apresentaram diferença estatística (p < 0,05) em 

relação ao porcentual de necrose, sendo identificado um aumento entre o M3d 

M7d. Na avaliação intragrupos, foi evidenciado diferença significativa (p < 0,05) 

entre os animais do grupo submetido ao tratamento com o AH (0,3%) por via 

parenteral (G3) e os animais tratados com o AH (1%) por via enteral (G4) (G4 > 

G3), sete dias após à indução dos retalhos (Tabela 3). 
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Tabela 1 - Mediana (Med) e amplitude [mínima (min) e máxima (max)] da massa corpórea (g) de ratos Wistar submetidos à confecção de 
retalhos cutâneos isquêmicos e tratados com solução salina (0,9%) por via parenteral (G1), água destilada por via enteral (G2), AH (0,3%) 
por via parenteral (G3), e AH (1%) por via enteral (G4), e avaliados 10 minutos antes da confecção dos retalhos cutâneos (M0), terceiro dia 
(M3d) e no sétimo dia (M7d) após a confecção dos retalhos. 

Grupos 
M0 

Med (min – max) 
M3d 

Med (min – max) 
M7d 

Med (min – max) 

G1 342,2 (301,6 - 370,7)Aa 333,7 (288,1 - 350,9)Ba 337,5 (323,5 - 383,4)ABa 

G2 346,3 (331,3 - 370,8)Aa 334,5 (306,2 - 362,3)Ba 346,9 (331,4 - 392,1)ABa 

G3 341,0 (303,5 - 370,5)Aa 329,6 (291,5 - 365,9)Ba 347,2 (307,9 - 372,7)ABa 

G4 340,9 (284,1 - 399,7)Aa 324,4 (280,4 - 390,7)Ba 343,3 (329,6 - 407,1)ABa 

Medianas seguidas de letras maiúsculas diferentes na mesma linha representam diferença significativa ao longo dos tratamentos (p < 0,05). Medianas seguidas de letras 
minúsculas diferentes na mesma coluna representam diferenças entre os grupos (p < 0,05). 
 

Tabela 2 - Mediana (Med) e amplitude[mínima (min) e máxima (max)] dos valores da temperatura retal (° C) de ratos Wistar submetidos à 
confecção de retalhos cutâneos isquêmicos e tratados com solução salina (0,9%) por via parenteral (G1), água destilada por via enteral (G2), 
AH (0,3%) por via parenteral (G3), e AH (1%) por via enteral (G4), e avaliados 10 minutos antes da confecção dos retalhos cutâneos (M0), 
terceiro dia (M3d) e no sétimo dia (M7d) após a confecção dos retalhos. 

Grupos 
M0 

Med (min – max) 
M1 

Med (min – max) 
M2 

Med (min – max) 

G1 35,5 (33,5 - 36,8)Aa 35,7 (35,0 - 37,3)Aa 35,6 (34,5 - 36,0)Aa 

G2 35,5 (32,3 - 36,6)Aa 35,1 (33,9 - 36,0)Aa 34,9 (34,4 - 36,0)Aa 

G3 35,7 (34,6 - 36,4)Aa 35,6 (34,8 - 36,7)Aa 35,4 (34,3 - 37,3)Aa 

G4 36,4 (33,2 - 37,3)Aa 36,1 (35,1 - 37,1)Aa 35,7 (34,6 - 37,0)Aa 

Medianas seguidas de letras maiúsculas diferentes na mesma linha representam diferença significativa ao longo dos tratamentos  (p < 0,05). Medianas seguidas de letras minúsculas diferentes 
na mesma coluna representam diferenças entre os grupos (p < 0,05). Valores de referência: 35,9° - 37,5° C (LAPCHIK et al., 2017). 
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Tabela 3 - Mediana (Med) e amplitude [mínima (min) e máxima (max)] do porcentual de 
necrose (%) de ratos Wistar submetidos à confecção de retalhos cutâneos isquêmicos 
e tratados com solução salina (0,9%) por via parenteral (G1), água destilada por via 
enteral (G2), AH (0,3%) por via parenteral (G3), e AH (1%) por via enteral (G4), e 
avaliados no terceiro dia (M3d) e no sétimo dia (M7d) após a confecção dos retalhos. 

Grupos 
M3d 

Med (min – max) 
M7d 

Med (min – max) 

G1 13,58 (3,78 - 36,04)Aa 33,80 (21,19 - 56,19)Bab 

G2 17,20 (0,70 - 34,01)Aa 42,13 (16,41 - 56,56)Bab 

G3 10,52 (1,76 - 26,46)Aa 26,325 (8,55 - 51,05)Ba 

G4 18,56 (0,00 - 38,70)Aa 50,401 (12,61 - 77,80)Bb 

Medianas seguidas de letras maiúsculas diferentes na mesma linha representam diferença significativa ao longo dos 
tratamentos (p < 0,05). Medianas seguidas de letras minúsculas diferentes na mesma coluna representam diferenças 
entre os grupos (p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Avaliação dos biomarcadores inflamatórios teciduais 

 Os valores da IL-1β demonstraram um aumento significativo (p < 0,05) 

nos retalhos tratados com solução salina (0,9%) por via parenteral (G1) entre 

ambos os momentos avaliados. Na avaliação intergrupos foi observado 

variações significativas (p < 0,05) em ambos os momentos: M3d - G1/G3/G4 > 

G2; M7d – G1 > G2 (p < 0,05) (Tabela 4). 

Figura 2 - Aspecto macroscópico da necrose dos retalhos 
cutâneos dorsais isquêmicos tratados com solução salina (0,9%) 
por via parenteral (G1), água destilada por via enteral (G2), AH 
(0,3%) por via parenteral (G3), e AH (1%) por via enteral (G4), e 
avaliados no terceiro dia (M3d) e no sétimo dia (M7d) após a 
confecção dos retalhos. 
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Em relação aos valores da IL-6, foi identificado um aumento 

significativo (p < 0,05) nos retalhos tratados com solução salina (0,9%) parenteral 

(G1) e nos tratados com água destilada por via enteral (G2) entre os momentos, 

porém, os valores do grupo G2 permaneceram no intervalo de referência da 

espécie. Paralelamente, no M3d foi evidenciado variações significativas (p < 

0,05) similares do observado na avaliação da interleucina IL-1β. No M7d foi 

identificado as seguintes variações estatísticas: G1/G3 > G2 (p < 0,05) (Tabela 

4). 

Os valores do FNTα apresentaram variações significativas (p < 0,05) 

entre ambos os momentos, demonstrando um aumento significativo no grupo 

tratados com solução salina (0,9%) por via parenteral (G1). Na avaliação entre 

os grupos foi constado variações significativas nos momentos avaliados: M3d – 

G1/G4 > G2; M7d – G1 > G2 (p < 0,05) (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Mediana (Med) e amplitude [mínima (min) e máxima (max)] do valor da 
interleucinas IL-1β (pg/mg de proteína) e IL-6 (pg/mg de proteína) e do FNTα (pg/mg de 
proteína) dos retalhos cutâneos isquêmicos tratados com solução salina (0,9%) por via 
parenteral (G1), água destilada por via enteral (G2), AH (0,3%) por via parenteral (G3), 
e AH (1%) por via enteral (G4), e avaliados no terceiro dia (M3d) e no sétimo dia (M7d) 
após a confecção dos retalhos. 

Interleucinas 
Pró-inflamatórias 

Grupos 
M3d 

Med (min – max) 
M7d 

Med (min – max) 

IL-1β 

G1 41,88 (34,69 - 55,86)Aa 64,70 (50,22 - 79,66)Ba 

G2 17,96 (7,01 - 27,53)Ab 22,60 (16,07 - 30,43)Ab 

G3 39,14 (24,44 - 64,43)Aa 45,45 (15,81 - 91,38)Aab 

G4 44,88 (28,54 - 65,65)Aa 45,39 (42,72 - 66,782)Aab 

IL-6 

G1 59,59 (52,48 - 67,52)Aa 83,42 (56,41 - 189,95)Ba 
G2 26,33 (13,48 - 37,14)Ab 35,85 (23,74 - 40,58)Bc 
G3 52,22 (31,76 - 98,74)Aa 64,02 (36,37 - 127,36)Aa 
G4 59,99 (25,74 - 108,03)Aa 66,19 (34,23 - 98,31)Aabc 

FNTα 

G1 12,35 (5,18 - 19,43)Aa 17,21 (14,12 - 37,31)Ba 
G2 4,64 (2,24 - 7,89)Ac 6,05 (4,02 - 9,65)Ab 
G3 9,37 (4,14 - 28,17)Aabc 14,35 (5,59 - 34,44)Aab 
G4 10,50 (8,22 - 28,59)Aab 11,40 (2,64 - 30,57)Aab 

Medianas seguidas de letras maiúsculas diferentes na mesma linha representam diferença significativa ao longo dos 
tratamentos (p < 0,05). Medianas seguidas de letras minúsculas diferentes na mesma coluna representam diferenças 
entre os grupos (p < 0,05). Referência do laboratório IL-1β - 10,68 - 18,32 pg/mg de proteína; IL-6 - 19,44 – 38,64 pg/mg 

de proteína; FNTα - 2,38 – 9,06 pg/mg de proteína. 

 

Na quantificação tecidual do biomarcador anti-inflamatório IL-10 foi 

identificado variações estatísticas (p < 0,05) entre o grupo tratado com solução 

salina (0,9%) por via parenteral (G1) e o grupo tratado com água destilada via 

oral (G2) em ambos os momentos, sendo que os valores do grupo G1 foram 

significamente (p < 0,05) maiores que G2 (Tabela 5). 
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Tabela 5 - Mediana (Med) e amplitude [mínima (min) e máxima (max)] do valor de 
interleucina IL-10 (pg/mg de proteína) dos retalhos cutâneos isquêmicos tratados com 
solução salina (0,9%) por via parenteral (G1), água destilada por via enteral (G2), AH 
(0,3%) por via parenteral (G3), e AH (1%) por via enteral (G4), e avaliados no terceiro 
dia (M3d) e no sétimo dia (M7d) após a confecção dos retalhos. 

Grupos 
M1 

Med (min – max) 
M2 

Med (min – max) 

G1 13,57 (0,00 - 20,90)Aa 16,02 (11,42 - 28,29)Aa 

G2 5,05 (0,00 - 7,92)Ab 5,91 (3,44 - 8,29)Ab 

G3 11,37 (0,00 - 21,49)Aab 14,10 (0,00 - 27,99)Aab 

G4 11,87 (0,00 - 24,85)Aab 12,81 (0,00 - 22,14)Aab 

Medianas seguidas de letras maiúsculas diferentes na mesma linha representam diferença significativa ao longo dos 
tratamentos (p < 0,05). Medianas seguidas de letras minúsculas diferentes na mesma coluna representam diferenças 
entre os grupos (p < 0,05). Referência do laboratório: IL-10 - 0,00 – 7,83 pg/mg de proteína 

 

Avaliação histológica 

 Os valores da espessura da epiderme demonstraram um aumento 

significativo (p < 0,05) nos retalhos tratados com solução salina (0,9%) por via 

parenteral (G1) e com AH (1%) por via enteral (G4) entre os momentos 

avaliados. Na avaliação entre os grupos foi observado que o grupo G3 

apresentou valores da espessura significamente maiores (p < 0,05) dos demais 

grupos no M3d; e no M7d foi identificado que valores significamente maiores (p 

< 0,05) no grupo G3 em relação ao grupo G2 (Tabela 6). 

Na quantificação dos vasos sanguíneos houve uma diminuição 

significativa (p < 0,05) nos retalhos tratados com solução salina (0,9%) por via 

parenteral (G1) e com AH (1%) por via enteral (G4) entre momentos avaliados. 

Somente no momento M3d foi identificada variação estatística (p < 0,05), onde 

o grupo tratado com o AH (1%) por via enteral (G4) apresentou valores maiores 

que o grupo tratado com água destilada via oral (G2) (Tabela 6). 

Em relação ao número de células inflamatórias totais foi identificado 

variações significativas (p < 0,05) no momento M7d, sendo G1 > G2 (Tabela 6). 

Na análise do colágeno total não foram identificadas diferenças 

significativas intragrupos e intergrupos (Tabela 6). 
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Tabela 6 - Mediana (Med) e amplitude [mínima (min) e máxima (max)] da espessura da epiderme (µm), da quantidade de vasos sanguíneos 

(µm2), do número de células inflamatórias totais (µm2) e colágeno total (µm2) de ratos Wistar submetidos à confecção de retalhos cutâneos 
isquêmicos e tratados com solução salina (0,9%) por via parenteral (G1), água destilada por via enteral (G2), AH (0,3%) por via parenteral (G3), 
e AH (1%) por via enteral (G4), e avaliados no terceiro dia (M3d) e no sétimo dia (M7d) após a confecção dos retalhos. 

Variáveis histológicas Grupos 
M3d 

Med (min – max) 
M7d 

Med (min – max) 

Espessura 
da epiderme 

G1 25,18 (12,57 – 49,84)Aa 28,975 (15,06 - 68,61)Bab 

G2 25,73 (13,82 – 61,11)Aa 26,78 (12,95 – 65,65)Ab 

G3 28,23 (13,81 – 52,98)Ab 29,39 (15,09 – 61,98)Aa 

G4 25,83 (10,45 – 50,71)Aa 27,74 (11,79 – 84,46)Bab 

Vasos 
sanguíneos 

G1 5,7 (4,6 – 7,0)Aab 4,6 (4 – 6,6)Ba 
G2 4,8 (3,8 – 5,7)Aa 4,4 (3 – 4,9)Aa 
G3 4,4 (3,2 – 7,5)Aab 4,7 (3,2 – 6,3)Aa 
G4 6,8 (4,5 – 12)Ab 4,4 (3,7 – 9,4)Ba 

Células inflamatórias totais 

G1 2750,4 (1347,0 – 3293,1)Aa 2721,8 (1997,4 – 4406,2)Aa 
G2 1839,7 (1603,5 – 2321,8)Aa 1828,4 (1572,9 – 2597,5)Ab 
G3 2284,9 (1155,4 – 3294,5)Aa 2837,6 (1615,9 – 3412,3)Aab 
G4 2742,8 (1435,2 – 3232,7)Aa 2200,4 (1984,8 – 3840,2)Aab 

Colágeno total 

G1 31506,4 (23279,2 – 40073,0)Aa 26956,0 (20629,0 – 32246,2)Aa 
G2 24026,2 (19865,6 – 38274,8)Aa 24667,6 (17430,8 – 29823,5)Aa 
G3 31070,1 (26136,6 – 34087,6)Aa 25497,1 (24098,2 – 37653,1)Aa 
G4 30232,3 (22819,7 – 42584,9)Aa 28336,3 (25276,4 – 33620,6)Aa 

Medianas seguidas de letras maiúsculas diferentes na mesma linha representam diferença significativa ao longo dos tratamentos (p < 0,05). Medianas seguidas de letras minúsculas diferentes na 
mesma coluna representam diferenças entre os grupos (p < 0,05). 
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As figuras 3, 4, 5 e 6 representaram as fotomicrografias das variáveis 

histológicas avaliadas em todos os grupos em ambos os momentos. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Fotomicrografias da mensuração da espessura da 
epiderme (demarcação vermelha) dos retalhos isquêmicos 
tratados com solução salina (0,9%) por via parenteral (G1), água 
destilada por via enteral (G2), AH (0,3%) por via parenteral (G3), e 
AH (1%) por via enteral (G4), avaliados no terceiro dia (M3d) e 
sétimo dia (M7d) após a confecção dos retalhos. (H&E, 40x, barra 

de escala 20 µm). 
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Figura 4 - Fotomicrografias da região da derme profunda dos retalhos 
isquêmicos tratados com solução salina (0,9%) por via parenteral 
(G1), água destilada por via enteral (G2), AH (0,3%) por via parenteral 
(G3), AH (1%) por via enteral (G4), avaliados no terceiro dia (M3d) e 
sétimo dia (M7d) após confecção dos retalhos, ilustrando vasos 
sanguíneos (setas pretas) e células inflamatórias (núcleos corados 
em roxo) (H&E, 40x, barra de escala 20 µm). 
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Figura 5 - Fotomicrografias da região dérmica dos retalhos 
isquêmicos tratados com solução salina (0,9%) por via parenteral 
(G1), água destilada por via enteral (G2), AH (0,3%) por via 
parenteral (G3), e AH (1%) por via enteral (G4), avaliados no 
terceiro dia (M3d) e sétimo dia (M7d) após a confecção dos 
retalhos, ilustrando as fibras colágenas coradas em verde 

(Tricômio de Masson, 40x, barra de escala 20 µm). 
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Discussão  

 

O objetivo do estudo foi realizar a avaliação do AH exógeno derivado 

de fermentação bacteriana, considerado de alto peso molecular, por via enteral 

e parenteral em retalhos cutâneos isquêmicos em ratos, por meio dos exames 

clínico e histológicos; e avaliação dos biomarcadores pró e anti-inflamatórios 

teciduais. A hipótese foi alcançada parcialmente, visto que de acordo com os 

resultados, o AH (0,3%) administrado localmente demonstrou melhores efeitos 

benéficos com relação ao porcentual de necrose quando comparados com os 

demais grupos. O uso de substâncias com propriedades imunomoduladoras ou 

anti-inflamatórias em retalhos cutâneos tem por objetivo modular a inflamação 

exacerbada decorrente de eventos isquêmicos e/ou oxidativos e desse modo, 

evitar lesão tecidual e posteriormente necrose [1-3,23,24].  

O estudo foi considerado inédito visto que a avaliação do AH exógeno 

em retalhos cutâneos isquêmicos, quer por via enteral ou parenteral, está 

ausente na literatura. Contudo, estudos relacionados com o uso do AH em 

feridas abertas e úlceras de córnea foram reportados por diferentes autores 

[7,10,12,25-28]. A relevância clínico-cirúrgica do presente estudo foi associada 

com as propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes e estímulo da 

neovasculogênese do AH [8,13,14,29], podendo induzir efeitos benéficos na 

viabilidade dos retalhos cutâneos. 

O modelo experimental de curta duração foi similar da literatura 

[1,3,30-33]. A metodologia de confecção dos retalhos isquêmicos foi procedida 

de acordo com Camargo et al. [22] (2014), onde esses autores observaram que 

o modelo induziu necrose em até 40% do retalho. 

A concentração do AH exógeno usada por SC (0,3%) foi preconizada 

de acordo com os estudos in vitro de isquemia por reperfusão [34] e estudos in 

vivo em retalhos cutâneos isquêmicos de ratos [35]. A concentração do AH por 

via oral (1%) foi determinada pela dose e volume da capacidade gástrica dos 

ratos [36]. A administração enteral do AH foi realizada oito horas antes da 

confecção do retalho visto que a sua presença na pele de ratos foi identificada 

quatro horas após a sua administração [16], e o pico da biodisponibilidade foi de 

oito horas [19]. 
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A temperatura retal se manteve nos limites de referência da espécie 

em todos os grupos durante todo o período do estudo. Esse fato pode ter 

indicado ausência de contaminação ou infecção nos retalhos [37]. Mesmo não 

tenho sido realizado exames microbiológicos, a ausência de contaminação foi 

correlacionada com a avaliação macroscópica dos retalhos, sendo que não foi 

observado quaisquer sinais clínicos associados à contaminação. Entretanto, foi 

observado uma diminuição significativa da massa corpórea em todos os grupos, 

entre o dia da indução dos retalhos e o M3d. Essa diminuição foi, possivelmente, 

decorrente do catabolismo associado a resposta inflamatória e ao estresse do 

procedimento cirúrgico [38]. 

A deiscência de suturas identificadas em todos os grupos, 24 horas 

após a indução dos retalhos, com maior incidência nos retalhos tratados com o 

AH e menor nos demais grupos, foi associada ao autotraumatismo observado 

durante o estudo. Contudo, essas deiscências não influenciaram na fixação dos 

retalhos. Segundo Huang et al. [1] (2019) e Feng et al. [3] (2020), a ampla 

extensão dos retalhos no dorso dos ratos, faz com que ocorra o acesso aos 

pontos de sutura, sendo considerado um ponto negativo em estudos com 

retalhos cutâneos dorsais. Os mesmos autores [1,3], recomendaram o uso de 

colar cervical para evitar o alcance dos ratos às suturas, e consequentemente 

autotraumatismo, porém, no presente estudo, optou-se por não usar o 

dispositivo, visto que poderia impedir a autolimpeza e induzir o estresse nos 

animais [39]. 

O início da necrose identificada 48 horas após à indução dos retalhos, 

e o aumento significativo do porcentual de necrose até aos sete dias de 

avaliação, foi correlacionado com a possível isquemia persistente devido ao 

comprometimento vascular subdérmico [1,3,30-33,40-43]. 

Os animais tratados com o AH (1%) por via enteral apresentaram 

maior porcentagem de necrose no momento final do estudo quando comparados 

com os tratados com o AH (0,3%) por via parenteral. Esse fato foi associado com 

a possível fragmentação intestinal bacteriana que possa ter ocorrido nos 

animais, determinando menor concentração da substância nos retalhos [35]. 

Balogh et al. [16] (2008) identificaram a presença de AH radioativo na pele de 

ratos após quatro horas da administração oral do AH de alto peso molecular 

(1100 – 1500 kDa). Esse fato foi corroborado por Oe et al. [17] (2014) e Kimura 
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[19] et al. (2016), em ratos, quando se fez o uso do AH de diferentes pesos 

moleculares (300 e 920 kDa), na dose variando de 25 e 200 mg/kg. 

Todos os grupos demonstraram um aumento dos valores das 

interleucinas inflamatórias, IL-1β, IL-6 e FNTα, ao longo dos momentos 

avaliados, o que foi associado à lesão reperfusiva vascular que ocorre em 

retalhos isquêmicos, com a necrose mais pronunciada ao sétimo dia após a 

indução dos retalhos cutâneos [1,3,23]. Contudo, somente os animais tratados 

com solução salina (0,9%), demonstraram um aumento significativo das 

interleucinas, demonstrando os efeitos benéficos do AH. Paralelamente, o 

aumento dos valores dessas interleucinas, também, foi associado à realização 

ao trauma cirúrgico, visto que ocorre uma resposta inflamatória [38,44], porém, 

é necessária uma produção em equilíbrio [45-47]. A variação dos valores da 

interleucina anti-inflamatória IL-10 demonstrou uma possível limitação da 

resposta inflamatória exacerbada associada às IL-1β, IL-6 e FNTα [45-49]. 

Shalom et al. [35] (2008), não identificaram diferenças significativas entre os 

ratos tratados com AH (1%) e com solução salina (0,9%), ambas as substâncias 

aplicadas no leito do retalho logo após o procedimento cirúrgico. 

A epiderme é a camada cutânea que é mais acometida pelos eventos 

isquêmicos dos retalhos cutâneos, podendo ocasionar a epiteliólise e perda 

parcial do retalho [22,41,42]. Somente os retalhos tratados com solução salina 

(0,9%) e AH, ambos por via parenteral, ilustraram aumento significativo da 

espessura de epiderme ao longo dos momentos, entretanto, somente os animais 

tratados com o AH por via parenteral apresentaram valores significamente 

maiores da espessura da epiderme quando comparados com os demais grupos. 

Esses resultados foram associados com o aumento do estímulo da 

queratinização e epitelização garantidos pelo AH [29]. 

A diminuição das células inflamatórias totais em todos os grupos, 

exceptuando os ratos tratados com AH por via parenteral, seguiu o mesmo 

padrão das interleucinas pró-inflamatórias. A metodologia de marcação celular 

na derme para avaliação das células inflamatórias totais foi essencial na 

correlação do perfil de mensuração tecidual local das interleucinas pró-

inflamatórias, porém não tão específico. Iacopetti et al. [12] (2020) evidenciaram 

que a utilização tópica do AH em feridas estimulou mais folículos pilosos, 
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podendo interferir negativamente na mensuração de celularidade dos retalhos 

tratados com o AH por via parenteral. 

A diminuição dos vasos sanguíneos na quantificação histológica foi 

similar à literatura [1,3,30,32,33,40-42]. Esses autores associaram essa 

diminuição com o dano vascular subdérmico. Salientou-se, que os retalhos 

tratados com o AH por via enteral, apresentou valor significamente maior em 

relação aos submetidos à água destilada por via oral. Esses valores foram 

relacionados com o aumento das interleucinas pró-inflamatórias, podendo 

determinar a biodisponibilidade do AH na pele [17-19]. 

Na mensuração do colágeno total não foram identificadas diferenças 

significativas entre os grupos e momentos avaliados. Contudo, o AH exógeno 

aumentou a produção de colágeno quando utilizado em cultivos de fibroblastos 

dérmicos [43] e na aplicação intradérmica [50,51]. Esse aumento foi decorrente 

do estímulo compressivo do AH sobre os fibroblastos [51]. A limitação do estudo 

incluiu ausência do exame imunoistoquímico para mensuração do fator de 

crescimento endotelial, podendo permitir a quantificação dos vasos sanguíneos 

de forma objetiva. Desse modo, existe a necessidade de incluir esse exame para 

estudos similares. 

 

Conclusão 

 

O AH em forma de hialuronato de sódio de alto peso molecular (1400 

~ 2000 kDa) demonstra efeitos benéficos quando usado por via enteral e 

parenteral em retalhos cutâneos isquêmicos de ratos. Contudo, o AH (0,3%) 

administrado por via parenteral no local do retalho logo após seu fechamento 

evidencia melhores resultados no porcentual de necrose e no processo de 

epitelização. 
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