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RESUMO

A cicatrizacdo de feridas consiste em um processo dindmico de uma sequéncia perfeita
e coordenada de eventos celulares e moleculares que interagem reparando o tecido. Nos equinos
frequentemente ocorrem ferimentos de pele, sendo a cicatrizagdo cutdnea nessa espécie de
maneira mais exuberante quando comparada as demais espécies domésticas, fato que prejudica
sua recuperacdo de feridas. As plantas medicinais podem ser utilizadas em protocolos
terapéuticos para tratamento das feridas. O Croton lechleri, conhecido popularmente como
“Sangue de Dragdo”, possui atividades anti-inflamatdria, antibidtica e antioxidante. Sendo
assim, a planta teria potencial para ser utilizada no tratamento de feridas, auxiliando no processo
de cicatrizacdo. A nitroglicerina € um farmaco com agdo vasodilatadora direta que produz
relaxamento da musculatura lisa, provocando dilatagdo nos sistemas venoso e arterial. Com
1SS0, possui capacidade de melhorar a vascularizagdo de determinadas regides, favorecendo a
oxigenacdo. Com base nas informacdes supracitadas, um estudo envolvendo os mecanismos
cicatriciais em equinos, bem como os possiveis efeitos do Croton lechleri (CL) e da
nitroglicerina na cicatrizacdo de feridas mostrou-se pertinente. Foram utilizadas seis fémeas
higidas da espécie equina que passaram pela inducdo de 12 feridas cutaneas (6 na garupa e 6
no metatarso) e cada ferida recebeu um tratamento diferente (controle, com CL e nitroglicerina
em diferentes concentracdes), avaliando-se as caracteristicas da cicatrizacdo durante 28 dias.
Sendo assim, observou-se maior eficiéncia da cicatrizacdo das feridas cutaneas da regido da
garupa em relacdo as feridas cutaneas na regido de metatarso, o CL auxiliou na cicatrizacdo e a
nitroglicerina reduziu a angiogénese. Conclui-se que o CL tem potencial para contribuir na
recuperacdo de feridas, que a cicatrizacdo nas regides distais dos membros dos equinos € mais
complexa e fatores como menor taxa de contracdo contribuem para a formacao de tecido de
granulacdo exuberante.

Palavras-chave: Equino. Cicatrizacdo. Tecido de granulacdo. Croton lechleri. Nitroglicerina.



ABSTRACT

Wound healing consists of a dynamic process of a perfect and coordinated sequence of
cellular and molecular events that interact to repair tissue. In horses, skin injuries often occur,
and skin healing in this species is more exuberant when compared to other domestic species, a
fact that impairs their recovery from wounds. Medicinal plants can be used in therapeutic
protocols for wound treatment. Croton lechleri, popularly known as "Dragon's Blood", has anti-
inflammatory, antibiotic and antioxidant activities. Thus, the plant would have the potential to
be used in the treatment of wounds, aiding in the healing process. Nitroglycerin is a drug with
direct vasodilating action that produces smooth muscle relaxation, causing dilation in the
venous and arterial systems. Thus, it has the ability to improve the vascularization of certain
regions, favoring oxygenation. Based on the above information, a study involving healing
mechanisms in horses, as well as the possible effects of Croton lechleri (CL) and nitroglycerin
on wound healing proved to be relevant. Six healthy females of the equine species were used,
which underwent the induction of 12 skin wounds (6 on the croup and 6 on the metatarsal) and
each wound received a different treatment (control, with CL and nitroglycerin in different
concentrations), evaluating the characteristics of the healing for 28 days. Thus, there was a
greater efficiency of healing of skin wounds in the croup region in relation to skin wounds in
the metatarsal region, CL helped in healing and nitroglycerin reduced angiogenesis. It is
concluded that the CL has the potential to contribute to wound recovery and that healing in the
distal regions of equine limbs is more complex and factors such as lower contraction rate
contribute to the formation of exuberant granulation tissue.

Keywords: Equine. Healing. Granulation tissue. Croton lechleri. Nitroglycerin.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A cicatrizacdo de feridas consiste em um processo dindmico de uma sequéncia perfeita
e coordenada de eventos celulares e moleculares que interagem reparando o tecido (BANKS,
1992). Esse fendbmeno tem inicio imediatamente ap6s a lesdo, sendo dividido em fases
inflamatdria, proliferativa e de maturagdo (MORI et al., 2004). Ademais, a cicatrizacdo podera
ocorrer por primeira ou segunda intencdo, de acordo com o tipo de ferida, localizagéo,
contaminagéo e viabilidade tecidual (AUER et al., 2019).

Nos equinos frequentemente ocorrem ferimentos de pele, sendo a cicatrizacdo cutanea
nessa espécie de maneira mais exuberante quando comparada as demais espécies domésticas,
fato que prejudica sua recuperacéo de feridas (COCHRANE, 1997). Além disso, a formac&o de
tecido de granulacdo exuberante é comumente observada nos membros destes animais devido,
provavelmente, a taxas reduzidas de epitelizacao e contracdo da ferida (WILMINK et al., 1999),
menor suprimento sanguineo e tensdo de oxigénio, além de quantidades insuficientes de
citocinas, 0 que determina uma cicatrizagdo lenta quando comparada com outras regioes
anatémicas na espécie (BERRY; SULLINS, 2003).

Por sua complexidade, a cicatrizacdo em equinos é alvo de inUmeras pesquisas, visando
encontrar meios que favorecam a recuperacao das feridas. Neste contexto, as plantas medicinais
(fitoterapicos) podem ser utilizadas em protocolos terapéuticos para tratamento das feridas
(SOUZA et al., 2006), porém muitas preparacOes topicas sao ineficientes ou prejudiciais, por
serem irritantes e estimularem o desenvolvimento de tecido de granulagéo exuberante (WHITE,
1995). Contudo, Triticum vulgare (SOUZA et al., 2006), Stryphnodendron barbatiman,
Calendula officinalis e Symphytum officinale (MARTINS et al., 2003) apresentaram efeitos
benéficos na cicatrizagdo de feridas em equinos.

O Croton lechleri, conhecido popularmente como “Sangue de Dragdo” (POLLITOS;
TOMAZELLO FILHO, 2007), possui atividades anti-inflamatéria, antibidtica e antioxidante.
Sendo assim, a planta teria potencial para ser utilizada no tratamento de feridas, auxiliando no
processo de cicatrizagdo (JONES, 2003). Ademais, a nitroglicerina € um farmaco com acéo
vasodilatadora direta que produz relaxamento da musculatura lisa, provocando dilatagdo nos
sistemas venoso e arterial. Com isso, possui capacidade de melhorar a vascularizagdo de
determinadas regides, favorecendo a oxigenacdo (EADES; STOKES; MOORE, 2006). Com

base nas informacdes supracitadas, um estudo envolvendo 0s mecanismos cicatriciais em
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equinos, bem como os possiveis efeitos do Croton lechleri e da nitroglicerina na cicatrizagdo
de feridas mostrou-se pertinente.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fisiopatogenia da cicatrizagéo

Feridas cutaneas ocorrem frequentemente em equinos e possuem importancia
econdmica e no bem-estar dos animais (THEORET; BOLWELL; RILEY, 2016). Inicialmente
a cicatrizacdo inicia-se imediatamente ao surgimento da ferida, definida como laceragcéo ou
ruptura tecidual. Agentes mecanicos, térmicos ou quimicos lesionam a pele ou outros 6rgaos,
tecidos adjacentes e vasos sanguineos. Isso desencadeia hemorragia, destruicdo endotelial e
extravasamento de proteinas intra e extravasculares, processos estimuladores da hemostasia e
inflamacdo (MEDEIROS, 1992).

2.1.1 Coagulacéao

Assim que surge a lesdo comeca 0 processo de vasocontricdo e formagédo de coagulo
com intuito de cessar a hemorragia. Por meio da cascata de coagulacdo e ativacdo de plaquetas
a hemostasia ocorre (SCHMAIER, 2008). Além disso, em um periodo de poucos minutos,
ocorre a vasoconstricdo através da contracdo da musculatura lisa endotelial, dos
vasoconstritores (endotelina) liberados pelos vasos sanguineos lesionados, das catecolaminas
(epinefrina e noradrenalina) e das prostaglandinas oriundas também de células lesadas
(CHILDS; MURTHY, 2017). Estimulos incrementais para a vasoconstricdo ocorrem por meio
da ativacdo plaquetaria e seu papel na liberacdo dos mediadores bradicinina, fibrinopeptideos,
serotonina e tromboxano (EFRON et al., 2005).

A formacédo de codgulo é fundamental na hemostasia e as plaquetas sdo cruciais no
mecanismo. Pioneiras na resposta a lesdo, as plaquetas realizam a adesdo, agregacdo e
desgranulacdo (SCHMAIER, 2008). A agregacdo plaquetaria em meio a matriz de fibrina é
responsavel por criar um coagulo que inibe a hemorragia continua, assim, criando uma barreira
de protecdo e um reservatorio de moléculas liberadas pela desgranulagdo. Nesta Utima, séo
liberadas diversas citocinas e fatores de crescimento que estdo envolvidas na hemostasia e em
outras fases da cicatrizacdo como a deposicdo de matriz, quimiotaxia, proliferagdo celular,
angiogénese e remodelamento (ROZMAN; BOLTA, 2007).

2.1.2 Inflamacéo

Posteriormente a hemostasia surgem 0s mecanismos inflamatdrios, evidenciados
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fisicamente por eritema, calor, edema e dor. Em nivel celular observam-se dilatagdo e aumento
da permeabilidade vascular, além da migracéo leucocitaria para o local lesado. Neutrofilos e
macrofagos auxiliam no desbridamento da ferida, sendo que os macréfagos recrutam e ativam
células necessarias as etapas futuras da cicatrizacdo (FURIE; FURIE, 2008).

Apesar de inicialmente ocorrer vasoconstricdo quando surge uma ferida, ap6s um curto
espaco de tempo desenvolve-se processo inverso, a vasodilatacdo, por intermedio de cininas,
histamina, prostaglandinas e leucotrienos (CHILDS; MURTHY, 2017). Com a dilatacdo
vascular ha aumento do fluxo sanguineo, produzindo eritema e calor, e de células de defesa
para a regido, além de aumentar 0s espacos entre as células endoteliais, o que faz crescer a
permeabilidade vascular. Ademais, varios mediadores liberados, como a histamina e as
prostaglandinas, aumentam a permeabilidade vascular. A vasodilatacdo aliada ao aumento da
permeabilidade vascular d& condi¢des para o transporte de protéinas e componentes celulares
para 0 meio extravascular, permitindo a saida de liquidos para o espaco intersticial e formacédo
do edema (EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007).

Através da diapedese os leucocitos chegam até a area lesionada, pois as selectinas
oferecem uma fraca ligacao entre os leucdcitos e as células endoteliais capilares. Dessa forma,
ligacGes mais resistentes sdo feitas entre os leucocitos, integrinas de superficie e moléculas de
adesdo intercelular na superficie do endotélio (CHILDS; MURTHY, 2017). A quimiotaxia,
processo mediado por vérios fatores quimicos, permite a migracdo celular da superficie
endotelial para o espaco extravascular das feridas. Os agentes quimiotaxicos incluem fatores
complemento e de crescimento, leucotrienos, histamina, prostaglandinas e produtos
bacterianos, que atraem linfdcitos, macréfagos e neutrofilos para o local inflamado
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

Com objetivo de defender a ferida de bactérias e remover restos teciduais, entre vinte e
quatro e guarenta e oito horas, os neutréfilos chegam ao local lesionado através de estimulos
feitos por produtos bacterianos, fator de crescimento transformador-beta (TGF-p),
prostaglandinas, interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (FURIE; FURIE,
2008). Diversas enzimas proteoliticas, como as proteases, sdo liberadas pelos neutrdfilos,
destruindo as bactérias, sendo os restos bacterianos e teciduais fagocitados por estes mesmo
leucdcitos. Além disso, radicais livres reativos de oxigénio produzidos pelos neutréfilos em
conjunto ao cloro tornam as feridas menos susceptiveis as bactérias (HUNT, 2006). Citocinas
excretadas pelos neutréfilos ajudam a manter a fase inicial do processo inflamatério, uma delas,
a TNF-a, potencializa a quimiotaxia de neutr6filos e estimula fibroblastos, queratinocitos,

macrofagos e fatores de crescimento necessarios a producao de colageno e neovascularizacao.
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Posteriormente, os neutrofilos sdo fagocitados pelos macréfagos (EFRON et al., 2005).

Em quarenta e oito a noventa e seis horas ap6s o trauma, a ferida encontra-se com
macrofagos como leucocitos predominantes e eles sdo cruciais para a cicatrizacdo, pois
executam funcgdes nas fases inflamatoria e proliferativa da reparacdo tecidual. Atraves da
secrecdo de proteases e da fagocitose, os macrofagos removem tecido necrosado das feridas,
além de serem fonte primaria de fatores de crescimento e citocinas, auxiliando na sintese de
matriz extracelular, angiogénese, remodelamento, recrutamento e ativacao celular. Eles ainda
participam da producéo de fibroblastos e, consequentemente, colageno, permanecendo na leséo
até a restauracdo tecidual completa (CHILDS; MURTHY, 2017).

A interleucina-2 (IL-2), principalmente, atrai os linfocitos para o local da lesdo e estes
com duas semanas decorridas do trauma representam a maioria dos leucécitos. S&o
responsaveis por fornecer imunidade celular para geracao de anticorpos, estimulam o contato
intercelular entre linfdcitos e fibroblastos, e atuam como mediadores no ambiente da ferida
através da secrecdo de linfocinas, sendo fundamentais para as fases inflamatoria e proliferativa
da regeneracdo tecidual (ROZMAN; BOLTA, 2007).

2.1.3 Proliferacéo

Os eventos inflamatdrios permitem o desbridamento da ferida que entra na fase
proliferativa da cicatrizacdo. Neste periodo fibroblastos, miofibroblastos, células endoteliais e
células epiteliais restabelecem a continuidade tecidual por meio da deposi¢cdo da matriz,
angiogénese e epitelizacdo (EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007).

A mobilizacdo de fibroblastos para o leito lesivo € feita por linhagens celulares
anteriores a ele. Primeiramente, produtos oriundos de plaquetas como o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento insulin-like (IGF-1) e fator de crescimento
epiltelial estimulam o recrutamento de fibroblastos. Além disso, fibroblastos e macrofagos
também produzem fatores de crescimento que contribuem para a migracdo, podendo-se citar as
interleucinas 1, 2 e 8 (IL-1, IL-2 e IL-8), fatores de crescimento transformador alfa e beta (TGF-
a, TGF-B), TNF-a, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), PDGF, IGF-1 e fator de
crescimento fibroblastico (WERNER; GROSE, 2003; EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007).
O PDGF possui importante efeito quimiotatico, mitogénico, estimulador da migracdo de
fibroblastos e da producédo de colédgeno. Outra populacéo de fibroblastos presente nas feridas
proliferam em menor proporcdo, porém produzem mais colageno e se transformam em

miofibroblastos, que sintetizam a matriz extracelular e s&o ricos em actina e miosina, proteinas
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responsaveis pela contragdo muscular e que auxiliam na contragdo da ferida (CHILDS;
MURTHY, 2017).

A matriz extracelular é basicamente um mondmero de colageno, proteoglicanos e
fibronectina (SCHUGART et al., 2008), que em conjunto restauram a continuidade tecidual
entre as bordas da ferida. Os fatores de crescimento PDGF e TGF- B possuem importante papel
na matriz extracelular, onde o TGF- B auxilia na reparagdo da estabilidade estrutural do tecido
cicatricial ao aumentar a sintese de proteinas de adesdo celular (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006).

Existem cerca de 20 tipos de colageno, a proteina mais abundante no organismo animal,
com dois subtipos envolvidos de maneira relevante no processo de cicatrizagéo, os colagenos
tipos | (predominante na matriz extracelular da pele integra) e 11l (fundamental nas primeiras
fases da cicatrizacdo). A sintese de colageno se torna significativa por volta de 7 dias ap6s o
surgimento da ferida, onde fatores de crescimento e condigdes metabolicas da lesdo estimulam
fibroblastos a sintetizarem o coldgeno (HUNT, 2006). Ademais, os fibroblastos sao
responsaveis pela producao e secrecao de glicosaminoglicanos, que se agrupam a certos grupos
proteicos para dar origem aos proteoglicanos, um dos principais constituintes do tecido de
granulacdo e auxiliares na producdo das fibrilas de colageno (DIEGELMANN, 1997).

O trauma vascular proveniente das feridas origina um processo denominado
angiogénese (SCHUGART et al., 2008) a partir do primeiro ou segundo dia da leséo, atingindo
seu apice por volta do quarto dia. No processo ocorre migracao de células endoteliais de vénulas
integras das regibes periféricas para as margens da ferida e, assim, novos capilares séo
sintetizados (RAJA; GARCIA; ISSEROFF, 2007). A regulacéo das etapas da angiogénese sao
mediadas por fatores de crescimento oriundos de plaquetas (TNF-o, TGF-B, VEGF, FGF e
PDGF), células endoteliais danificadas e macréfagos (RAJA; GARCIA; ISSEROFF, 2007),
lembrando que a reducdo de pH, aumento de lactato e isquemia no ambiente da ferida inibem
0 processo (SCHUGART et al., 2008).

O tecido de granulacdo é um tecido neoformado com uma rica vascularizacdo
constituido por proteoglicanos, glicoproteinas, citocinas, colagenos, constituintes do sistema
complemento, fibroblastos, células inflamatorias, proteinas e muito novos vasos sanguineos
(REINKE; SORG, 2012). Ao longo do processo de reparacgéo tecidual ele é remodelado por
meio de reabsorcdo de &gua, eletrdlitos, glicoproteinas, albumina e globulinas, e pela
degradacdo de glicoproteinas como a fibronectina e o &cido hialurénico, aléem de haver o

predominio de colageno tipo | em relagdo ao colageno tipo Il (DIEGELMANN, 1997).
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2.1.4 Contracéo

Através do espessamento da epiderme pelas bordas da ferida o processo de epitelizacdo
restaura a barreira externa minimizando a perda de liquidos e a incursdo bacteriana, processo
que, mesmo imperceptivel, tem inicio precocemente na cicatrizagcdo. Ocorre um alongamento
das células basais nas margens da ferida por meio da formacao de prolongamentos parecidos
com pseudopodes, desfazendo-se a laminina da lamina basal e a unido realizada pelos
hemidesmossomos, 0 que permite a migracdo de células epiteliais com auxilio de novas
integrinas na superficie celular (CHILDS; MURTHY, 2017). Além disso, a actinomiosina
produzida nos miofibroblastos e que participam do mecanismo de contracdo das feridas,
contribuem com a migracéao celular na ferida em cicatrizacdo (RAJA; GARCIA; ISSEROFF,
2007).

A movimentacdo das células basais ocorre paralelamente a orientacdo das fibras de
colageno nas feridas e as células epiteliais multiplicam e migram até encontrar as células da
borda contraria, finalizando a migracdo. Em seguida sdo formadas multiplas camadas, com as
células epiteliais diferenciando-se de células alongadas para células cuboides, semelhante a
células basais, quando sdo unidas mais uma vez por meio de hemidesmossomos na lamina basal
da epiderme. As condicBes metabdlicas da ferida, fatores de crescimento e sinalizacGes
celulares atuam na epitelizag&o. Tensdes reduzidas de oxigénio estimulam a producéo de TGF-
B, que auxilia na diferenciacdo de células epiteliais importantes nos processos de migracéo e
mitogénese, este Ultimo influenciado também pelo fator de crescimento de queratinécitos. Em
seguida, com a ocorréncia da angiogénese eleva-se a tenséo de oxigénio e, consequentemente,
estimula a diferenciacdo celular, completando os eventos da epitelizacdo (RAJA; GARCIA;
ISSEROFF, 2007).

2.1.5 Remodelamento

A etapa final da contragdo da ferida corresponde ao processo de maturacao do colégeno,
que é iniciado na primeira semana ap0s a lesdo e pode perdurar por até 18 meses. Neste periodo,
a matriz de colageno passa por reabsorcdo e deposicdo continua. Inicialmente a matriz de
colageno em uma ferida recente possui cerca de 20% de colageno tipo Ill, tornando-a fragil,
além das fibrilas finas e glicosadas de colageno estarem dispostas paralelamente sem se
entrelacarem. Paulatinamente, colagenases e proteinases destroem as fibrilas de colageno

jovem e fibroblastos depositam um novo colageno (REINKE; SORG, 2012).
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O novo colégeno é mais espesso, resistente e organizado, e a lisis-oxidase faz a ligagdo
cruzada entre as fibras de coldgeno. Na maturacdo, fibrilas de coldgeno sollveis sdo
transformadas em colagenos insollveis mais resistentes, havendo no processo a formacéo de
ligacGes cruzadas covalentes. Progressivamente, as ligagcdes vao surgindo, principalmente nas
cadeias laterais de dois amino&cidos que sofreram hidroxilacéo, a lisina e a prolina. Ademais,
ferro, oxigénio e &cido ascdrbico sdo fundamentais para a maturacdo do colageno, pois eles sdo
cofatores da hidroxilacdo dos aminoacidos supracitados (DIEGELMANN, 1997).

Por volta de 20 dias na remodelacao do tecido de granulagéo, a proporcao de colageno
tipo | corresponde a 80%, sendo que em cerca de 3 meses o tecido em remodelamento alcanga
80% da resisténcia do tecido original, contudo, uma ferida totalmente cicatrizada néo atinge a
resisténcia total de um tecido saudavel (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). Fatores
como tipo de ferida, localizacdo, tamanho da lesdo, profundidade, tratamento empregado,
estado nutricional e clinico vdo influenciar na resisténcia final do tecido cicatrizado (REINKE;
SORG, 2012).

2.2 Tecido de granulacéo exuberante

Supostamente, a possibilidade de origem do tecido de granulacéo exuberante (TGE) e a
velocidade de reparacgéo tecidual estdo relacionados com a estatura do equino, pois em cavalos
de grande porte crescem mais tecido de granulacdo e a cicatrizacdo ocorre mais lentamente,
independentemente do tamanho da lesdo (BERTONE et al., 1985). Outros fatores que
favorecem o desenvolvimento de tecido de granulagdo em equinos sao a movimentagao e tensédo
na pele ao redor da lesdo, o que retarda o processo cicatricial, além do desequilibrio da sintese
e degradacao do colageno e baixo suprimento sanguineo de oxigénio (ENGELEN et al., 2004).

Quando as feridas em equinos ocorrem nas regides distais dos membros, comumente a
complicagdo mais observada é um disturbio fibroproliferativo de desenvolvimento espontaneo
(THEORET,; WILMINK, 2013). Neste processo, sdo observadas inflamacdo cronica
(WILMINK et al., 1999), angiogénese excessiva (CELESTE et al., 2013), além de epitelizagdo
mais lenta e cessagédo da contracédo de ferida antecipada (THEORET et al., 2013).

A oclus@o microvascular € mais intensa na regido dos membros do que na regido toracica
(LEPAULT et al., 2005) e ha uma rede vascular menor nos membros, consequentemente,
menor circulagdo sanguinea para os tecidos (DYCE; WENSING; SACK, 2010), levando a
distribuicdo inadequada de oxigénio, estimulando a angiogénese, proliferacdo de fibroblastos e
menor taxa de apoptose celular (WILMINK; VAN WEEREN, 2005). Assim, apesar do tecido
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de granulacdo que frequentemente se desenvolve nas feridas na regido distal dos membros dos
equinos conter varios microvasos, estes podem estar parcial ou totalmente obstruidos, o que
mantém um reduzido gradiente de oxigénio dentro da ferida e aumenta a angiogénese
(LEPAULT et al., 2005). A hipdxia eleva a producdo de colageno pelos fibroblastos e pode
promover a persisténcia dos miofibroblastos, intensificando concomitantemente & deposicéo da
matriz extracelular, impedindo a apoptose celular (HAKKINEN et al., 1996).

A organizacdo dos fibroblastos no interior do tecido de granulacéo das feridas toracicas
é superior & das feridas dos membros. A medida que a ferida amadurece, os fibroblastos devem
desaparecer por apoptose ou converter-se em miofibroblastos, a fim de obter a contragéo da
ferida. Além disso, a atividade mitdtica dentro do tecido de granulacdo de ferimentos nos
membros € o dobro da encontrada em feridas corporais (WILMINK et al., 1999). Por fim, o
arranjo cadtico dos fibroblastos dentro do tecido de granulacdo das feridas dos membros, em
particular aqueles que apresentam fibroplasia excessiva, pode impedir a geracdo de forcas
centripetas eficientes e ser responsavel pela contracdo deficiente (LEPAULT et al., 2005).

As feridas distais nos membros sdo preocupantes devido a possivel perda de
desempenho e valor comercial (COCHRANE, 1997). Quando comparada a cicatrizacdo do
restante do corpo, a cicatrizacdo distal dos membros possui diferencas fisioldgicas na
organizacdo da resposta inflamatdria celular. Assim, a persisténcia da inflamacdo esta
relacionada aos tempos de cicatrizacdo prolongados e a expressao de fatores inflamatérios como
o fator de crescimento fibroblastico- B1, que estimula a formagdo de tecido de granulagdo
exuberante, inibindo a contracdo da ferida (WILMINK et al., 1999).

A cicatrizacdo é um processo complexo, sendo que o balanceamento dos fatores locais
de uma ferida deve ser feito visando proporcionar um ambiente que contribua para o
desenvolvimento cicatricial adequado. Sabendo disso, a melhora da microcirculacdo para
oxigenacdo e nutricio adequadas, uma populacdo bacteriana menor do que 108
microrganismo/grama de tecido e pH neutro a levemente acido podem facilitar a contracdo da
ferida (KNOTTENBELT, 1997).

O processo de cicatrizagdo de feridas é estudado em diversas espécies, desde moscas até
anfibios, sendo comum pesquisas envolvendo ratos e camundongos (LEVESQUE; VILLIARD;
ROY, 2010; RAZZELL; WOOD; MARTIN, 2011), porém o mecanismo de reparo varia entre
as espécies. Isto posto, em camundongos inicialmente a cicatrizagdo ocorre por contragéo,
enquanto humanos ndo possuem uma camada Panniculus carnosus, o que leva a reparacao
tecidual por meio de reepitelizacdo da superficie da pele, havendo cicatrizacdo da derme pela

granulacdo do estroma, migracdo de miofibroblastos e contracdo da ferida (GREENWOOD,
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2010). Complicacdes no reparo tecidual, como o surgimento de feridas cronicas ou alteragdes
fibroproliferativas, dificilmente acontecem naturalmente em roedores, contudo séo frequentes
em humanos e equinos, que possuem processo de cicatrizacdo parecidos (THEORET;
WILMINK, 2013).

Macroscopicamente o tecido de granulacdo exuberante equino possui leve semelhanca
com os queloides humanos, pois ambos possuem crescimento fibroproliferativo exacerbado
para fora das bordas da ferida. A vista disso, sdo diferentes da cicatrizacdo hipertrofica que ndo
cresce além dos limites da ferida primaria (ATIYEH; COSTAGLIOLA; HAYEK, 2005).
Durante o desenvolvimento da cicatrizagdo as feridas apresentam clinicamente caracteristicas
de tumores benignos, com o processo de reparagdo tecidual sendo interrompido na fase
proliferativa (HILLMER; MACLEOD, 2002).

Varios mecanismos intrinsecos e extrinsecos estdo supostamente envolvidos nesse
reparo aberrante que, em ultimo caso, pode levar a fibrose. Pode-se citar fenétipos de
fibroblastos diferentes em relagdo a cicatrizacdo normal de feridas. Os queloides contém
fibroblastos que produzem a matriz extracelular, facilitando a deposicao de colageno em vez de
se diferenciarem em fibrdcitos quiescentes ou sofrer morte celular por apoptose
(GHAZIZADEH, 2007). Os fibroblastos separados de queloides possuem caracteristicas
populacionais distintas (RUSSELL et al., 2010). Outro fator é o ambiente local, gerador de
impacto importante no reparo das feridas, principalmente na inflamac&o cronica. E possivel que
as citocinas inflamatorias estimulem a deposicdo de matriz extracelular e colageno, levando a
fibroproliferacdo (GHAZIZADEH, 2007).

A suscetibilidade genética a producdo de queloides foi relatada em humanos (SHIH;
BAYAT, 2010). Além do mais, os queloides crescem em areas de alta tensdo. Sendo assim,
supde-se que a forca mecanica € um importante gatilho ao desenvolvimento do queloide
(OGAWA et al., 2012). Finalmente, a presenca de hipoxia tecidual relativa é prejudicial a
cicatrizacdo, estimulando a angiogénese excessiva e a fibroproliferacdo por meio de citocinas
e outros mediadores cicatriciais (LEPAULT et al., 2005).

2.3 Croton lechleri

O uso de plantas com intuito terapéutico vem se destacando em territério brasileiro
(OLIVEIRA; BARROS; MOITA NETO, 2010). O conhecimento popular da Medicina vem
agregando informac@es, por meio de observagdes em relacdo ao uso e eficacia das plantas

medicinais, representando muitas vezes o Unico recurso terapéutico de varias comunidades com
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pouco ou nenhum acesso aos servicos modernos de satde (VALLE et al., 2013). Com isso, 0S
conhecimentos terapéuticos acumulados com o passar dos anos sdo importantes indicativos da
acao farmacoldgica destas plantas, porém sem estudos cientificos que comprovem tais efeitos
(MACIEL et al., 2002).

Dentro deste contexto esta o Croton lechleri (CL) (Figura 1), popularmente denominado
“Sangue de Dragdo”, “Sangue de Drago” ou “Sangue de Grado” (POLLITOS; TOMAZELLO
FILHO, 2007). Pertencente a familia das Euphorbiaceae, o género Croton possui cerca de 1200
especies (GOVAERTS; FRODIN; SMITH, 2000), estando distribuido nas Antilhas, Américas,
Africa continental e Madagascar (WEBSTER, 1993). No Brasil 0 género distribui-se nos
estados do Acre, Bahia, Ceara, Goias, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parand,
Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rondénia e Sdo Paulo (AZEVEDO et al., 2008).

Figura 1 - Imagem mostrando a arvore de Croton lechleri, cuja seiva € conhecida popularmente como
Sangue de Dragédo

]

oy

Fonte: Martins 2013)

O CL pode ser encontrado em florestas com planicie de inundacéo, que possuem solos

férteis e imidos, bem como a margem de rios, fragmentos de florestas e em campos de cultivos
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abandonados (FORERO; CHAVEZ; BERNAL, 2000). A planta vem sendo utilizada
popularmente ao longo dos tempos, tendo supostamente atividades anti-inflamatoria,
antibidtica e antioxidante, podendo auxiliar no processo de cicatrizacdo (JONES, 2003). Além
disso, a planta é rica em alcaloides bioativos (AMARAL; BARNES, 1997) como a Taspina,
composto isolado da casca e do latex de CL, possuindo acdo auxiliar na cicatrizagdo (CAl;
CHEN; PHILLIPSON, 1993), estimulando a migracéo de fibroblastos nas feridas (PIETERS et
al., 1993). Sendo assim, a planta teria potencial para ser utilizada no tratamento de feridas,
auxiliando no processo de reparacéo tecidual (JONES, 2003).

Contudo, foi constatado que CL dificulta o crescimento radicular de raizes de Allium
cepa, demonstrando um possivel potencial téxico. Também foi observado reducdo de indice
mitotico indicando citotoxicidade, além de um potencial mutagénico avaliado através do alto
indice de micronucleos (ALMEIDA et al., 2019). Em seres humanos, quando consumida em
excesso, a planta pode causar anemia (LASZLO, 2012), constipacdo e, em casos extremos,
cegueira (OSAKADA, 2009), ndo havendo relatos de efeitos colaterais em animais na literatura

compilada.

2.4 Nitroglicerina

A nitroglicerina é um vasodilatador direto hidrolisado no figado pela enzima redutase
de nitratos organicos dependente de glutationa a um dinitrato menos ativo. As concentracdes
plasmaticas de nitroglicerina apds aplicacdo topica em humanos atingem um platd em duas
horas (NICHTER; SOBIESKI; EDGERTON, 1985), sendo que ao alcancar a camada média
muscular da parede dos vasos a nitroglicerina é convertida em &xido nitrico (SILVA;
GUIMARAES; GUIMARAES, 2002). Além disso, a nitroglicerina creme aplicada de forma
topica em ratos (HENDEL; LILIEN; BUNCKE,1983; ROHRICH; CHERRY; SPIRA, 1984) e
suinos (ROHRICH; CHERRY:; SPIRA, 1984) é capaz de elevar o fluxo sanguineo cutaneo
nestas especies.

O o6xido nitrico (NO) é uma substancia vasodilatadora potente que pode auxiliar no
relaxamento vascular induzido pela acetilcolina, mantendo a perfuséo fisioldgica vital para os
tecidos (FURCHGOTT, 1999). A enzima NO sintase, 0 aminoacido L-arginina e o oxigénio
com NADPH (nicotinamida adenina dinucleotido fosfato) como cofator participam da sintese
do NO (MONCADA; HIGGS, 1993). Existem diferentes tipos de NO sintase, distinguidas por
diferencas em suas expressdes funcionais, quantidade e duragéo da liberagdo de NO (PALMER,
1993; LOWENSTEIN; DINERMAN; SNYDER, 1994). Através de liberacdes de quantidades
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pequenas, intermitentes e pulsateis de oxido nitrico, a NO sintase constitutiva presente nas
células endoteliais regulam o ténus vascular (FURCHGOTT, 1999). Dessa forma, em equinos
com laminite induzida por sobrecarga de carboidratos os relaxamentos vasculares mediados
pela acetilcolina estdo reduzidos nos vasos digitais, sugerindo uma reducdo na producdo de
oxido nitrico pelas células endoteliais vasculares digitais, tornando 0s vasos mais susceptiveis
a acédo de agentes vasoconstritores (SCHNEIDER et al., 1999).

Em cdes e gatos a superdosagem de nitroglicerina pode ocasionar grave
comprometimento do débito cardiaco devido a diminuicdo excessiva da pré-carga, pois o
farmaco causa relaxamento direto da musculatura lisa venosa. Além disso, outros possiveis
efeitos colaterais sdo hipotensdo, depressdo, letargia, ndusea, azotemia pré-renal e erupcbes
cutaneas no local de aplicacdo (MUZZI, 2000).

Sendo assim, aumento nas concentrac@es de nitroglicerina podem elevar os niveis de
Oxido nitrico independente da atividade da NO sintase, podendo melhorar a funcéo
microvascular (EADES; STOKES; MOORE, 2006) na recuperacdo de feridas em equinos e,

possivelmente, inibir a formacéo de tecido de granulacdo exuberante.



31

3 CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento de feridas em equinos é um desafio enfrentado por Médicos Veterinarios
em todo o mundo devido as particularidades na cicatrizagcdo da espécie. O desenvolvimento do
tecido de granulacdo exuberante € um grande complicador e 0 processo de seu surgimento ndo
é totalmente elucidado. Diante deste cenario, a presente pesquisa teve por objetivo agregar mais
informacdes em relacdo aos mecanismos envolvidos na cicatrizacdo cutdnea dos equinos e
verificar se ha vantagens em se utilizar Croton lechleri e/ou Nitroglicerina para a reparagdo

tecidual na especie.

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do Croton lechleri e da nitroglicerina sobre o processo de cicatrizagéo
das feridas em equinos, e comparar o processo cicatrial em diferentes regides anatbmicas de

equinos.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar possiveis propriedades anti-inflamatoria e antibiética do Croton lechleri
na cicatrizacdo de feridas em equinos.

3.2.2 Avaliar se ha beneficios da nitroglicerina no processo cicatricial de feridas em
equinos.

3.2.3 Comparar 0 processo cicatricial das feridas nas regides metatéarsica e garupa de
equinos submetidos aos tratamentos com Croton lechleri e nitroglicerina.

3.2.4 Avaliar os possiveis efeitos do Croton lechleri e da nitroglicerina na inibicdo do

desenvolvimento de tecido de granulagdo exuberante em equinos.
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RESUMO

Os equideos sdo animais de comportamento agitado, com reacfes bruscas que favorecem o
surgimento de lesbes, principalmente em seus membros. Outros fatores, como instalacdes e
pastagens inapropriadas, facilitam a ocorréncia de traumas e feridas. Estas lesdes podem se
tornar afeccdes graves, que dificultam a reparacéo tecidual podendo levar a formacéo de tecido
de granulagdo exuberante. Além do tecido de granulacdo exuberante os equideos podem
desenvolver outras doencas proliferativas cutaneas de importancia clinica e econémica como o
sarcoide, carcinoma de células escamosas, pitiose e habronemose. As afecgdes proliferativas
possuem gravidade varidvel, podendo inclusive levar o animal ao 6bito devido a complicagdes
secundarias. Diante dos desafios terapéuticos, da complexidade envolvida no desenvolvimento
dessas doencgas e dos prejuizos econdmicos causado por elas, a presente revisao bibliografica
teve como objetivo reunir as principais informacOes relacionadas as afeccfes proliferativas
cutaneas de equideos para auxiliar Médicos Veterinarios e demais profissionais da area.

Palavras-chave: Lesdes. Pele. Equinos.
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ABSTRACT

Equidae are animals of agitated behavior, with sudden reactions that favor the appearance of
lesions, mainly in their limbs. Other factors, such as inappropriate facilities and pastures,
facilitate the occurrence of trauma and wounds. These lesions can become serious conditions,
which make tissue repair difficult and can lead to the formation of exuberant granulation tissue.
In addition to exuberant granulation tissue, equids can develop other cutaneous proliferative
diseases of clinical and economic importance, such as sarcoid, squamous cell carcinoma,
pythiosis and habronemosis. Proliferative disorders have variable severity, and can even lead
to death due to secondary complications. Faced with the therapeutic challenges, the complexity
involved in the development of these diseases and the economic losses caused by them, this
bibliographic review aimed to gather the main information related to equine cutaneous
proliferative disorders to assist Veterinarians and other professionals in the érea.

Keywords: Injuries. Skin. Horses.
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1 INTRODUCAO

Os equideos sdo animais que geralmente possuem comportamento agitado, com reacdes
bruscas que favorecem o surgimento de lesdes, principalmente em seus membros (DUQUE et
al., 2007). Outros fatores, como instalacGes e pastagens inapropriadas, facilitam a ocorréncia
de traumas e feridas. Estas lesdes podem se tornar afec¢bes graves devido as suas
particularidades no processo de cicatrizacdo nestas espécies, que dificultam a reparacéo tecidual
podendo levar a formacdo de tecido de granulacdo exuberante (CASTON, 2012).

Além do tecido de granulacdo exuberante os equideos podem desenvolver outras
doencas proliferativas cutdneas de importancia clinica e econémica como 0 sarcoide
(MAULDIN; PETERS-KENNEDY, 2016), carcinoma de células escamosas (GUEDES et al.,
2016), pitiose (BECEGATTO et al., 2017) e habronemose (EL-DEEB et al., 2018).

As afeccdes proliferativas possuem gravidade variavel, podendo inclusive levar o
animal ao o6bito devido a complica¢bes secundarias. Diante dos desafios terapéuticos, da
complexidade envolvida no desenvolvimento dessas doencas e dos prejuizos econdémicos
causado por elas, a presente revisdo bibliografica teve como objetivo reunir as principais
informacdes relacionadas as afecc@es proliferativas cutaneas de equideos para auxiliar Médicos

Veterinarios e demais profissionais da area.
2 HABRONEMOSE
2.1 Etiologia

Nematodeos do género Habronema pertencem a ordem Spirurida, com trés espécies
relevantes na Medicina Veterinaria; Habronema microstoma, Habronema muscae
(THOMASSIAN, 2005) e Draschia megastoma (PUGH; HU; BLAGBURN, 2014), causadoras
da Habronemose em equideos, enfermidade que possui as formas conjuntival, cutanea e gastrica
(GASTHUY; VAN HEERDEN; VERCRUYSSE, 2004). A doenga nos equinos é conhecida
popularmente pelos nomes “ferida de verao”, “cancer do pantano” e “bursattee” (RADOSTITS
etal., 2021).

As fémeas de Habronema sp. fazem postura de ovos embrionados, que sdo liberados
nas fezes, com ecloséo e liberacdo das larvas de primeiro estadio (L1). Uma vez no ambiente,
as L1 podem ser ingeridas por larvas de Musca domestica ou Stomoxys calcitrans, hospedeiros
intermediarios, com o desenvolvimento das larvas de Habronema sp. concomitante ao das

moscas. Posteriormente, o hospedeiro intermediario adulto pode depositar a larva infectante
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(L3) em feridas cutaneas (habronemose cutanea) ou da regido ocular (habronemose ocular,
frequentemente restrita & pele da comissura, sem atingir a conjuntiva) dos equideos, ou estes
podem ingerir a Lz (habronemose gastrica) (PUGH; HU; BLAGBURN, 2014). Nas formas
cutanea e ocular as larvas invadem os tecidos, porém ndo completam seu ciclo (FREITAS et
al., 2011).

E possivel observar duas formas de habronemose gastrica, sendo a produzida por
Draschia megastoma a forma mais grave. Ao invadir a mucosa estomacal as larvas induzem a
formacéo de massas granulomatosas que, posteriormente, fibrosam. Essas estruturas possuem
um orificio central, através do qual ovos e larvas do parasito adulto alcangam o limen. As lesdes
geralmente provocam apenas gastrite cronica discreta ou moderada, porém, raramente, pode
haver perfuracdo gastrica associada a peritonite local, com potencial para ocasionar obstrucéo
intestinal e/ou formacdo de abscesso esplénico. H. microstoma e H. muscae ndo formam
granuloma gastrico, mas penetram nas glandulas gastricas, promovendo gastrite catarral com
producdo de muco espesso e aderente e, dependendo da carga parasitaria, provocar ulceracdo
(BARLAAM et al., 2020).

Nas formas cutanea e ocular da habronemose as larvas de Habronema spp. séo
depositadas em feridas, o que produz inflamacdo local granulomatosa com desenvolvimento de
tecido de granulagdo exuberante. Secundariamente, bactérias e/ou fungos podem invadir a
lesdo. J& no olho, sdo formadas lesbes semelhantes na comissura medial, na membrana

nictitante ou na palpebra, com intenso lacrimejamento (RADOSTITS et al., 2021).
2.2 Achados epidemioldgicos

Prevalente em regides subtropicais e tropicais, a habronemose frequentemente cursa
com lesdes em locais de maior ocorréncia de traumas e que 0s animais possuem dificuldades
em remover as moscas, como membros, preplcio, genitalia externa e abdome ventral (EL-
DEEB et al., 2018), e locais de umidade ou com secrecdo, como comissura labial e palpebral e
prepucio (PUGH; HU; BLAGBURN, 2014). As lesdes formadas evoluem rapidamente e podem
atingir grandes extensdes, com formacéo de tecido de granulagdo (THOMASSIAN, 2005).

Equideos de todas as idades sdo suscetiveis a doenga, embora seja mais comum em
adultos, principalmente em areas mais Umidas e periodos mais quentes, em que 0s hospedeiros
intermediarios sdo mais frequentes. Os granulomas gastricos e grande parte das leses de pele
sdo causadas por D. megastoma (RADOSTITS et al., 2021), contudo, no Brasil, H. muscae e

H. micréstoma sdo as principais espécies (THOMASSIAN, 2005).
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2.3 Sinais clinicos/achados macroscopicos

Na habronemose cutanea pode haver lesdes unicas ou multiplas, representadas por
ulceracdo, exsudacdo, abundante tecido de granulacédo e prurido (PUGH; HU; BLAGBURN,
2014). As lesdes iniciam como pequenas papulas com centro erodido e recoberto por crostas e
possuem rapido desenvolvimento. O centro é deprimido, com tecido de granulacéo recoberto
por camada acinzentada, com bordas elevadas e espessas (RADOSTITS et al., 2021). Pode
ocorrer invasao larval nos olhos, com conjuntivite, quadro denominado habronemose
conjuntival (THOMASSIAN, 2005). Ela é -caracterizada por dor e lacrimejamento
(RADOSTITS et al., 2021), acompanhados por conjuntivite granulomatosa, ulcerativa, com
multiplos focos de necrose coagulativa (FREITAS et al., 2011).

Ja a habronemose gastrica comumente ndo manifesta sinais clinicos, contudo o0s
equideos acometidos podem apresentar pelagem de méa qualidade e variacdo no apetite.
Ademais, granulomas grandes podem obstruir o piloro, com distensdo gastrica. Se houver
perfuracdo da parede do estbmago sdo notadas apatia, febre e cdlica acentuada ou moderada em
casos de estenose intestinal. Se envolver o baco, sdo observados quadros de anemia, com

elevacdo da contagem de leucdécitos com desvio para a esquerda (RADOSTITS et al., 2021).

2.4 Achados histopatol6gicos

Microscopicamente a lesdo da habronemose é uma dermatite nodular acompanhada de
macrdfagos epitelioides, eosindfilos e, eventualmente, células gigantes multinucleadas
envolvendo as larvas e o contetdo necrosado. Na superficie ulcerada da lesdo predomina tecido

de granulacdo associado a infiltrado inflamatério neutrocitario (HARGIS, 1998).

2.5 Critérios diagndsticos

O diagnostico da habronemose cuténea é feito pela identificacdo de larvas em raspados
de pele ou bidpsia da lesdo (TRAVERSA et al., 2007). Além disso, a dificil detecgéo das larvas
nas fezes em técnicas de flutuacdo atrapalha o diagnostico (FORTES, 2004), com a gastroscopia
sendo a técnica mais eficiente para identificar os parasitos (BELLI; SILVA; FERNANDES,
2005). Pode também ser utilizado o xenodiagnostico e a detec¢do de parasitas a partir da
lavagem gastrica, porém com pouca praticidade e eficiéncia (FORTES, 2004; THOMASSIAN,
2005).
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2.6 Tratamento

Diferentes tratamentos sdo empregados no combate a habronemose, incluindo
administracdo sisttmica de anti-inflamatorios esteroidais; mistura de anti-inflamatorio,
larvicida e antibidtico para uso topico (GASTHUY; VAN HEERDEN; VERCRUYSSE, 2004);
aplicacdo de pomada oftadlmica na habronemose conjuntival (YARMUT et al., 2008);
radioterapia (SMITH, 2006); auto-hemoterapia (GARCIA et al., 2008) e uso sisttmico de
ivermectina (PEREZ et al., 2002). Ademais, 0 tratamento cirirgico deve ser instituido em casos
de lesdes que ndo cicatrizam, com formacdo de tecido de granulacdo exuberante (SMITH,
2006).

A terapia sistémica com anti-inflamatdrios esteroidais pode ser feita com administracao
por via intravenosa de dexametasona na dose de 0,2 mg/kg a cada 24 horas (RADOSTITS et
al., 2021) por sete dias. Ja a ivermectina pode ser administrada por via oral na dose 200 pg/kg,
a cada 10 dias, totalizando quatro aplicagdes (FREITAS et al., 2011), além da doramectina, que
pode ser utilizada por via oral na dose de 0,2 mg/kg (PEREZ et al., 2002).

2.7 Controle

Como préticas de controle da habronemose, nas areas enzooticas, todas as feridas
cutaneas dos equideos devem ser tratadas imediatamente, promovendo a cicatrizacao e,
consequentemente, protegendo-as contra moscas. Pode-se interromper o ciclo bioldgico pela
eliminacdo adequada das fezes dos animais, 0 que controla a populacdo de moscas
(RADOSTITS et al., 2021).

A utilizacdo de anti-helminticos lactonas macrociclicas é recomendada em um programa
de desverminacdo, pois elimina as larvas adultas do estdmago (PUGH; HU; BLAGBURN,
2014). Dessa forma, a administracdo racional periddica de ivermectina, associada a estratégias
de manejo como a limpeza das instalagdes e controle de vetores, sdo fundamentais para o
controle da habronemose (CARVALHO, 2006).

3 PITIOSE
3.1 Etiologia

Causada pelo oomiceto Pythium insidiosum (DE COCK et al., 1987), a pitiose, também

conhecida pelos nomes de “swamp cancer”, zigomicose, dermatite granular, “Florida leeches”,
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granuloma ficomicotico e hifomicose (CHAFFIN; SCHUMACHER; MCMULLAN, 1995), é
uma enfermidade que acomete equideos, felinos, caninos, bovinos e humanos em reas
temperadas, subtropicais e tropicais, com maior prevaléncia nos equideos (MENDOZA;
AJELLO; MCGINNIS, 1996). As formas granulomatosas cutanea e subcutanea sdo as mais
comuns, com focos necroticos conhecidos como kunkers nas lesées (MEIRELES et al., 1993).

A nomenclatura e a classificacdo do agente etioldgico da pitiose foram amplamente
discutidas ao longo dos anos. Os oomicetos sdo eucariotas produtores de zoOsporos
biflagelados, propriedade comum a Pythium insidiosum, pertencente a ordem Peronospolares,
filo Oomycota e reino Protista (GAASTRA et al., 2010). Contudo, P. insidiosum também foi
apresentado como membro do Reino Chromista, filo Pseudofungi, classe Oomycetes, ordem
Pythiales e familia Pythiaceae (MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996). Todavia, pesquisas
detalhadas relacionadas a classificacdo dos fungos separaram 0s organismos supracitados,
anteriormente classificados como fungos em trés reinos: Fungi, Stramenopila e Protista
(ALEXOPOULOQS; MIMS; BLACKWELL, 1996). Finalmente, com base nessa classificacao,
ficou estabelecido que o agente etioldgico da pitiose pertence ao reino Stramenopila, filo
Oomycota, familia Pythiaceae e espécie Pythium insidiosum (LEAL et al., 2001).

Equideos que apresentam alguma ferida e entram em contato com agua contaminada
pelo zo6sporo podem se infectar. P. insidiosum contamina plantas aquéticas, se reproduz de
forma sexuada e origina zoosporangios (BIAVA et al., 2007). Assim, zodsporos livres na agua
com forte tropismo por pelos e tecidos animais encistam e secretam material amorfo que os
permite ficar aderidos a superficie do seu hospedeiro (MENDOZA; HERNANDEZ; AJELLO,
1993). As lesbes ocorrem mais frequentemente nas regides distal dos membros, ventral do
abdome e tdrax, pois estdo mais em contato com éreas alagadicas (BECEGATTO et al., 2017).

3.2 Achados epidemiolégicos

A pitiose ocorre em regides de clima temperado, subtropical e tropical, sendo descrita
nas Américas, Europa e Asia (CHAFFIN; SCHUMACHER; MCMULLAN, 1995). N3o ha
predisposicdo por sexo, idade ou raca e ndo é relatada transmissdo animal-animal ou animal-
humanos (GAASTRA et al., 2010).

Para a producéo de zodsporos a temperatura ambiental deve estar entre 30 e 40°C, em
colecBes de dgua em banhados e lagoas. Boa parte dos casos de pitiose ocorre em periodos
chuvosos ou posteriores e, com base em dados epidemioldgicos, supde-se que existe um periodo
de incubacéo de varias semanas (MILLER.; CAMPBELL, 1982). No Pantanal Matogrossense
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ha registros de pitiose principalmente no periodo de fevereiro a maio, que corresponde ao auge
das cheias (LEAL et al., 2001). Um estudo na Paraiba mostrou que boa parte de 38 casos de
pitiose aconteceram de julho a setembro; sete a dez meses apés o inicio das chuvas (TABOSA
et al., 1999). Marcolongo-Pereira et al. (2012) mostraram que no periodo compreendido entre
0s anos de 1979 e 2011 o Laboratério Regional de Diagndstico da Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), recebeu 1888 materiais de equinos. Destes, 435 eram
relacionados ao sistema tegumentar e a pitiose totalizou 63 casos.

O primeiro relato de pitiose equina no Brasil aconteceu no Rio Grande do Sul
(SANTOS; LONDERO, 1974). Gradativamente os relatos foram surgindo e existem inimeros
trabalhos realizados em estados como S&o Paulo, Paraiba, Rio Grande do Sul, Pernambuco,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (LEAL et al., 2001) mas, possivelmente, o Pantanal
Brasileiro ¢ o local de maior ocorréncia de pitiose no mundo (MENDOZA; AJELLO;
MCGINNIS, 1996). Ainda que os dados literarios ndo sejam exatos, a ocorréncia de pitiose no
Brasil representa um problema para a Equideocultura, principalmente em regides alagadas
(LEAL et al., 2001).

3.3 Sinais clinicos/achados macroscépicos

A pitiose é caracterizada pela formacdo de lesbes granulomatosas ulcerativas,
originando massas teciduais extensas, com bordas irregulares e hifas recobertas por células
necrosadas, formando os kunkers. Estes possuem forma irregular, ramificada, com aspecto
arenoso e adentram o tecido granular, formando um “sinus” de longo trajeto. O tamanho da
lesdo depende da localizacdo e da duracdo do processo, com exsudato serossanguinolento,
mucossanguinolento, hemorragico e, eventualmente, mucopurulento, fluindo por meio do
“sinus” da lesdo. Os animais exibem forte prurido e comumente mutilam a lesdo, com intuito
de amenizar o desconforto e, quando 0os membros sdo acometidos, pode haver claudicacao
(CHAFFIN; SCHUMACHER; MCMULLAN, 1995). Em boa parte dos casos relatados a lesao
¢ Unica, mas lesdes cutaneas multifocais também podem estar presentes (CHAFFIN;
SCHUMACHER; HOOPER, 1992).

Outros sinais clinicos sdo edema, dor, apatia, inapeténcia, emagrecimento progressivo,
hipoproteinemia e piodermites secundarias (CHAFFIN; SCHUMACHER; MCMULLAN,
1995). O emagrecimento progressivo pode estar relacionado a infecgdes secundarias por
bactérias Gram-negativas, que levam a liberacdo de fator de necrose tumoral em alguns casos
de pitiose (BROMERSCHENKEL ; FIGUEIRO, 2014).
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Raramente pode haver dispersdo da infeccdo atraves dos planos tissulares, da fascia e
dos vasos linfaticos, afetando 6rgdos internos do sistema respiratorio, digestorio, monocitico
macrofagico e articulagcdes, com mortalidade proxima a 100% em casos ndo tratados
(CONCEICAO; LOURES, 2016). Em casos de acometimento intestinal podem ocorrer quadros
de cdlica devidos a massas teciduais, que obstruem o lumen do intestino (PURCELL et al.,
1994).

3.4 Achados histopatoldgicos

A pitiose revela lesbes com dermatite piogranulomatosa a granulomatosa, nodular a
difusa, rica em eosindfilos. Os granulomas tém focos centrais necréticos, granulares e
eosinofilicos. Além disso, é possivel observar estruturas do P. insidiosum em cortes
histol6gicos corados pela coloracdo hematoxilina-eosina como estruturas lineares, ramificadas,
emaranhadas e ndo coradas (CONCEICAQ; LOURES, 2016).

Quando acomete as alcas intestinais, os achados histopatoldgicos variam de tecido
conjuntivo fibroso com areas de necrose de coagulacdo e focos de mineralizacao (sem infiltrado

eosinofilico) a granuloma eosinofilico cronico, porém sem kunkers (PURCELL et al., 1994).

3.5 Critérios diagnosticos

O diagnoéstico se baseia no histérico do animal, nos sinais clinicos, exame
histopatoldgico, isolamento e identificagdo do agente. Técnicas soroldgicas, como
imunodifusdo, ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) e imuno-histoquimica
(SANTURIO et al., 2006), além de técnicas moleculares como a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) podem também ser utilizadas para o diagnostico da enfermidade (HTUN et
al., 2021). Uma coloracéo especial de Grocott pode ser utilizada no diagnéstico (PEDROSO et
al., 2009).

Informacgdes como o ambiente onde o animal vive, rotina, alimentacdo e o tempo de
evolucdo da ferida auxiliam no diagndstico e devem ser obtidas na anamnese (D’UTRA VAZ
et al., 2009). A observacao dos kunkers no tecido de granulacdo deve ser seguida de colheita
do tecido para exame histopatologico. Para coleta devem ser feitas incisdes na lesdo para
remocao de amostras teciduais e dos kunkers (MARQUEZ et al., 2010). Pode ser realizada a
imuno-histoquimica com as amostras coletadas, método que marca especificamente as hifas de

P. insidiosum (PEDROSO et al., 2009). Sendo assim, as informacGes clinicas das lesdes
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associadas aos achados histopatoldgicos sugestivos de pitiose sdo métodos confidveis para o
diagnostico e, quando aliados com a imuno-histoquimica, confirmam a enfermidade (DORIA
etal., 2014).

3.6 Tratamento

No tratamento pode ser empregada a excisdo cirdrgica da lesdo, associada a
administracdo de farmacos antifingicos. Sao utilizados iodeto de sddio por via intravenosa
(1g/kg) ou iodeto de potéssio por via oral (6 a 10g/dia durante sete dias). Além disso, a
anfotericina sistémica apresenta resultados satisfatorios, com administragdo de 0,4 mg/kg,
aumentando para 1,5 mg/kg/SID/IV, durante 10 a 40 dias (RADOSTITS et al., 2021),
combinado com perfuséo regional de 50 mg anfotericina (DORIA et al., 2014).

Uma vacina composta com elementos de P. insidiosum pode promover a recuperacao
na maioria dos casos (RADOSTITS et al., 2021), através da modificacdo da resposta imune do
hospedeiro para desenvolver uma resposta adequada contra a doenca (LORETO et al., 2014).
Contudo, a vacina pode causar reacdo grave no local da administracdo, podendo ocasionalmente
formar abscessos (RADOSTITS et al., 2021). A vacina ndo promove imunizacgdo, pois animais
previamente vacinados para pitiose podem apresentar a infeccdo em outras partes do corpo
(SANTOS et al., 2011). A utilizacdo de imunoterapicos contra a pitiose equina vem evoluindo
devido seu baixo grau de invasividade e eficiéncia proxima de 85% (SANTURIO et al., 2018).

3.7 Controle

As formas de controle da pitiose fundamentam-se em métodos de tratamento, pois ndo existem
medidas imunoprofilaticas para a prevencdo da afeccdo (GAASTRA et al., 2010). A restricao
de acesso a areas alagadas seria provavelmente um método eficiente (THOMASSIAN, 2005).
Porém, devido as caracteristicas de relevo de certas regides brasileiras, como o Pantanal, essa

pratica é dificil de ser realizada.

4 CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

4.1 Etiologia

O carcinoma de células escamosas (CCE) € um tumor cutdneo maligno e invasivo,

distribuindo-se em vérias regiGes do corpo do equino, porém com predilecdo por areas com
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reduzida pigmentacdo da pele e poucos pelos (RABBERS et al., 2014). Seu crescimento é lento
e raramente ocorre metastase (TULIO et al., 2009), acometendo as vezes a glande de cavalos
orquiectomizados, provavelmente devido a menor exposi¢do peniana e, consequentemente,
acumulo de esmegma (CUNHA CARLOS et al., 2007), irradiacdo ultravioleta da luz solar e a
presenca do papiloma virus equino tipo 2, que afetam geralmente areas ndo pigmentadas ou
levemente pigmentadas. No entanto, a relacdo entre esses fatores e papilomavirus ndo foi
completamente investigada (AGNEW; MACLACHLAN, 2017).

Outras areas afetadas séo as cdorneas, palpebras e anexos, vulva, cavidades nasal e oral
(KARNAFIK; RAWLINGS; DUBIELZIG, 2009). Além disso, infeccGes bacterianas
secundarias podem acontecer na superficie da neoplasia, se estiver ulcerada, agravando o caso
(RAMOS et al., 2007).

Quando acontece metastase dos CCE oculares, ela acomete principalmente linfonodos
e pulmdes, sendo que o fator principal que leva a formacao da neoplasia ndo foi completamente
elucidado (KARNAFIK; RAWLINGS; DUBIELZIG, 2009). Contudo, fatores predisponentes
COmo exposicdo excessiva aos raios ultravioletas e consequente mutacdo do gene p53,
associado a pele despigmentada, idade avancada e agentes virais ou parasitarios, podem estar

envolvidos na formagéo do tumor (PEREZ et al., 1999).

4.2 Achados epidemiolégicos

A neoplasia tem ocorréncia maior em equinos das racas Paint Horse, Appaloosa, Shire
e Belga, principalmente em equinos com mais de 10 anos de idade. Ademais, a neoplasia é mais
observada em jungOes mucocutaneas das regides palpebral e genital (TAYLOR;
HALDORSON, 2013).

Levantamentos de dados relacionados a ocorréncia de neoplasias em animais de
producéo indicam que o carcinoma de células escamosas é o principal ou um dos principais
tumores que ocorrem em regides do Canada (MISDORP, 1967), Holanda (DUKES; BUNDZA;
CORNER, 1982), Israel (YERUHAM et al., 1999) e Estados Unidos (VALENTINE, 2006).
Outro estudo, feito no Brasil, mostra que a neoplasia nos equinos € a segunda mais frequente

entre algumas espécies domésticas (RAMOS et al., 2007).

4.3 Sinais clinicos/achados macroscépicos

O tumor apresenta-se como uma dermatose celular solar e, gradativamente, aparecem
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eritema, edema e descamacdo (VAN DEN TOP et al., 2010). Sao formadas crostas modificando
a epiderme, calhando em ulceracdo e pode levar a infeccBes bacterianas secundarias com
exsudato purulento (GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2017). Sdo levemente elevados, varios
com base ampla onde, a medida que o tumor se torna agressivo na derme, a lesdo fica mais
consistente (SMITH, 2006).

4.4 Achados histopatoldgicos

No carcinoma de células escamosas sdo observados ninhos integrados de células
epiteliais pleomorficas com pontes intercelulares aparentes, citoplasma extenso e nucleo
volumoso, com cromatina frouxa e nucléolos evidentes. Em tumores bem diferenciados sdo
notadas pérolas cérneas no interior dos ninhos de queratindcitos, enquanto em neoplasias
anaplasicas existe pouca queratinizacdo e pode haver indice mitético elevado. Geralmente o
CCE apresenta farta proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso e marcada inflamacéo, além da
possibilidade de extensas areas de necrose em neoplasias de crescimento rapido (GUEDES et
al., 2016).

4.5 Critérios diagnosticos

O diagndstico deve ser feito por meio da avaliacdo de histdrico, anamnese, avaliacdo
clinica do paciente e da lesdo. Contudo, a confirmacdo é realizada apenas com exame
histopatoldgico da lesdo (VAN DEN TOP et al., 2010), sendo que o diagnostico pode ser dificil
em tumores pouco diferenciados. Nestes casos deve ser usada a técnica de imuno-histoquimica
com utilizacdo de marcadores para citoqueratina (GUEDES et al., 2016). Para investigacao de
metastase podem ser utilizadas ultrassonografia e radiografia (TAYLOR; HALDORSON,
2013).

4.6 Tratamento
O tratamento pode ser feito com resseccao cirdrgica da neoplasia, criocirurgia, radiacao

ionizante, quimioterapia e terapia fotodinamica, sendo que, quanto mais precocemente for feito

o diagndstico, mais indicada é a cirurgia (SOUSA et al., 2019).
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4.7 Controle

Devido a correlacdo da ocorréncia do tumor e auséncia de pigmentacao, sugere-se um
programa de reproducdo que visa selecionar animais que tenham maior grau de pigmentacéao
em regides como as palpebras. Dessa forma, um dos principais fatores de risco para o
surgimento do CCE seria reduzido (RADOSTITS et al., 2021).

5 SARCOIDE

5.1 Etiologia

Os papilomavirus bovino (BPV) tipos 1, 2 e 13 estdo envolvidos no desenvolvimento
dos sarcoides em equideos (MAULDIN; PETERS-KENNEDY, 2016). O DNA viral foi
identificado em 100% dos sarcoides examinados (BOGAERT et al., 2007), sendo que boa parte
das pesquisas descrevem uma prevaléncia do DNA do BPV-1 em relacdo ao DNA do BPV-2,
0 que pode estar relacionado a diferentes localiza¢Ges geograficas (WOBESER et al., 2010). A
injecdo intradérmica de BPV-1 gera lesGes transitorias de sarcoide em potros (HARTL et al.,
2011), além de existir significativa correlacdo entre as concentragdes intratumorais de BPV e a
gravidade da enfermidade (HARALAMBUS et al., 2010).

Apesar da relacdo da infeccdo pelo BPV para o surgimento do sarcoide, existem outros
fatores correlacionados com o desenvolvimento da neoplasia (BOGAERT et al., 2008).
ANGELOS et al. (1998) e PLUMMER (2005) observaram maior incidéncia nas ragas Quarto
de Milha, Puro Sangue Inglés, Arabe e Appaloosa, enquanto no noroeste dos Estados Unidos
da América as racas Paint Horse, Quarto-de-Milha e Puro Sangue Arabe sdo as mais
acometidas, além de ser o Unico tumor cutdneo encontrado em asininos e muares
(VALENTINE, 2006). Ja no Brasil, no estado do Rio Grande do Sul, a raga Crioula foi a mais
acometida (RAMOS et al., 2008).

Feridas cutaneas ulceradas possuem maior predisposic¢ao de desenvolverem o sarcoide
(SUNDBERG et al., 1977), possivelmente devido a possibilidade de moscas e outros insetos
atuarem como vetores do BPV na transmisséo da doenca entre os equinos. O DNA do BPV-1
foi encontrado em moscas proximas a equideos com sarcoide, sugerindo que moscas podem
transmitir o virus (FINLAY et al., 2009).
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5.2 Achados epidemioldgicos

O sarcoide é a neoplasia mais frequente em equinos, representando aproximadamente
20% dos tumores diagnosticados na necropsia (RADOSTITS et al., 2021), além de representar
cerca de 60% dos tumores de pele na espécie (ROONEY; ROBERTSON, 1996 citados por
BRUM; SOUZA; BARROS, 2010). Ele acomete equinos, asininos e muares de todas as racas,
porém as racas equinas Appalosa, Arabe, Quarto-De-Milha e Puro-Sangue-Inglés estdo sob
maior risco. Além disso, existe suscetibilidade com base genética ao tumor, sendo que nas racas
mistas suecas isso € atribuido ao gene autossdbmico dominante ligado ao antigeno leucocitario
equino (ALE) (RADOSTITS et al., 2021).

Em um estudo realizado no Rio Grande do Sul foi observado maior nimero de éguas
com sarcoide do que cavalos, principalmente animais de 1 a 5 anos e da raca Crioula, com o
sarcoide desenvolvendo-se mais nos membros (BRUM; SOUZA; BARROS, 2010).

5.3 Sinais clinicos/achados macroscépicos

O sarcoide é classificado clinicamente em verrucoso, superficial, nodular, fibroblastico,
maligno ou misto (KNOTTENBELT, 2005) e pode afetar locais distintos do corpo (SCOTT,;
MILLER, 2010). O sarcoide verrucoso é semelhante a uma verruga (KNOTTENBELT, 2005),
localizado principalmente em axila e virilha, mas pode também aparecer em regifes da cabeca
e pescoco (SCOTT; MILLER, 2010). Os sarcoides ocultos ou superficiais geralmente sdo
circulares, alopécicos e rugosos (KNOTTENBELT, 2005), sendo mais encontrados em
pescoco, face, regido da escapula e superficie medial da coxa (SCOTT; MILLER, 2010). O
sarcoide nodular é divido em subtipos A e B, onde o primeiro forma lesdes Unicas ou agregadas,
lobuladas, de massas subcutaneas esféricas (KNOTTENBELT, 2005) e sdo encontradas
predominantemente nas regides palpebral, prepucial e virilha (SCOTT; MILLER, 2010). Ja o
sarcoide nodular subtipo B possui ndédulos multiplos com envolvimento cutaneo, ndo aderido
ao tecido adjacente (KNOTTENBELT, 2005), sendo encontrado com mais frequéncia nos
mesmos locais do subtipo A (SCOTT; MILLER, 2010).

Os sarcoides fibroblasticos do subtipo 1 atingem as regides axilar e periocular,
membros, virilha e regides com lesdo prévia (SCOTT; MILLER, 2010), assemelhando-se a
tecido de granulacdo pedunculado ou tecido de granulagdo localmente invasivo
(KNOTTENBELT, 2005). O sarcoide fibroblastico subtipo 2 afeta regiGes periocular, axila,

membros, virilha e regides anteriormente traumatizadas (SCOTT; MILLER, 2010). O sarcoide
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maligno acomete preferencialmente as regides da tuberosidade do olécrano e mandibula
(SCOTT; MILLER, 2010), sendo a forma mais agressiva, estendendo-se a pele e ao tecido
subcutaneo adjacente. Finalmente, o sarcoide tipo misto apresenta caracteristicas de dois ou
mais grupos (KNOTTENBELT, 2005).

5.4 Achados histopatol6gicos

Histologicamente, as lesdes de sarcoide apresentam-se com acentuada multiplicacéo
fibroblastica na epiderme, com escassez de matriz extracelular colagénica e hiperplasia da
epiderme (CONCEICAO; LOURES, 2016). A maioria dos sarcoides apresentam componentes
dermais, com proliferacdo desorganizada de tecido conjuntivo, e epidermais, com a epiderme
apresentando-se acantética e hiperqueratotica (GINN; MANSELL; RAKICH, 2007).

As células do sarcoide sdo alongadas ou fusiformes (SELLON; LONG, 2010), e é
possivel observar proporcGes diferentes de colageno e fibroblastos na derme, encontrando-se
fibroblastos de nucleos ingurgitados e, na juncdo entre derme e epiderme, com orientacdo
perpendicular, formando pali¢adas juncionais (GINN; MANSELL; RAKICH, 2007).

5.5 Critérios diagnosticos

Um diagnoéstico provavel de sarcoide equino é frequentemente fundamentado no
aspecto clinico e a presenca de mais de uma lesdo com atributos de sarcoide é intensamente
sugestiva. O diagndstico definitivo de sarcoide requer exames histopatoldgicos, porém trauma
ou irritacdo produzida por bidpsia podem agravar a lesdo e induzir proliferacdo
(KNOTTENBELT, 2003).

5.6 Tratamento

Ha diversos relatos de tratamentos de sarcoide, sendo a escolha da terapia dependente
do valor do animal e do tratamento, historico da lesdo, tratamentos realizados, local da les&o,
existéncia concomitante de tecido de granulacdo ou outra neoplasia, estrutura fisica do local a
ser realizado o tratamento e praticidade (KNOTTENBELT, 2008).

Sendo assim, sdo citadas as técnicas terapéuticas de ligadura, remogdo cirrgica
(KNOTTENBELT, 2008), criocirurgia (REED; BAYLY, 2000), cirurgia a laser com diéxido
de carbono (CARNTANJEN; JORDAN; LEPAGE, 1997), eletroquimioterapia associada a
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aplicacdo intralesional de cisplatina (TAMZALI; TEISSIE; ROLS, 2003), aplicacdo de cepa
atenuada do Mycobacterium bovis (BCG) (KNOTTENBELT; KELLY, 2000), radioterapia
(FERNANDES et al., 2015) e aplicacdo topica de aciclovir (STADLER et al., 2011). A

associacdo de tratamentos é recomendada para alcancar melhores resultados (WHITE, 2006).

5.7 Controle

Devido ao complexo ciclo de replicacdo dos papilomavirus, ndo hd um sistema de
propagacao laboratorial que permita a producdo de virions para producdo de vacinas (LIRA,
2010). A adocéo de boas praticas de manejo, evitando que equinos e bovinos compartilhem a

mesma pastagem possivelmente ajuda na reducdo da incidéncia da neoplasia.

6 TECIDO DE GRANULACAO EXUBERANTE

6.1 Etiologia

O processo de cicatrizacdo da pele em equinos é iniciado assim que ha desestruturagédo
da barreira celular, seguindo etapas sincronizadas de inflamag&o aguda, multiplicacéo celular,
sintese e remodelacdo da matriz para formar o tecido cicatricial. Mesmo sem a completa
elucidacdo dos mecanismos moleculares envolvidos no processo, é sabido que as citocinas sdo
mediadores importantes (CANDREVA, 2017). Boa parte das células nucleadas do organismo
animal liberam as citocinas, glicoproteinas de sinalizacdo, responséaveis por mediar processos
inflamatorios por meio de receptores especificos da superficie celular, estimulando a migracéo,
proliferacdo e sintese celular (THEORET et al., 2001).

A fase inflamatéria da cicatrizacdo € fundamental para proteger contra processos
infecciosos, aléem de comecar a fase da reparacdo. Sendo assim, os macrofagos sdo importantes
na mudanca da inflamacdo para a reparacdo, liberando citocinas e diferentes fatores de
crescimento (ABBAS; KUMAR; MITCHELL, 2012). Nos equinos a inflamagéo é leve, mas
demorada (BUNDGAARD et al., 2016), com pouca destrui¢do bacteriana por leucocitos e
niveis reduzidos de outros mediadores auxiliares na resposta inflamatoria e na ativacdo de
miofibroblastos para a contracdo da ferida (WILMINK et al., 2003). Ao contrario, 0 processo
inflamatorio intenso auxilia no surgimento precoce de tecido de granulacdo na fase de
reparagdo, sendo denominado “exuberante” ao ultrapassar as bordas da pele, atrapalhando a

contracdo da ferida e, consequentemente, atrasando a cicatrizacdo (VIANA et al., 2014).
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Em inflamagdes cronicas o influxo total de polimorfonucleares (PMN) € elevado. Sendo
assim, o desequilibrio dos mediadores liberados pelos PMN fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), fator de crescimento transformador beta-1 (TGF—B1), interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6)
podem auxiliar na producéo de tecido de granulacdo exuberante. Ademais, 0 TGF- 1 acelera
a migracdo e multiplicacdo de fibroblastos e colageno (WILMINK; VAN WEEREN, 2005).

Possivelmente em resposta as baixas concentragdes de oxigénio nos tecidos
(SORENSEN et al., 2014), o tecido de granulacgdo e produzido em cerca de 3 a 5 dias, oriundo
da multiplicacao fibroblastica e capilar (MSD MANUALS, 20XX). A granulacdo exuberante
atrasa a cicatrizacdo das feridas por segunda intencdo, sendo que o TGF-B1 possui papel
importante no processo (HOLLIS, 2014). Além de que, uma fase inflamatdria longa, com
intensa fase proliferativa devido a dificuldade dos fibroblastos se diferenciarem em
miofibroblastos também pode estar envolvida na patogénese do tecido de granulacdo
exuberante (SANTOS et al., 2014).

Resposta inflamatdria especifica deficiente, apoptose inapropriada, desequilibrio de
colageno e obstrucdo microvascular podem estar relacionados ao desenvolvimento da
granulacdo exuberante (OLIVEIRA; DIAS, 2012). A inflamacdo crdnica atrapalha a
epitelizacdo precoce e a contracdo da ferida, pois elas requerem um tecido de granulagdo
saudavel para a migracdo de queratindcitos (BUNDGAARD et al., 2016).

6.2 Achados epidemiol6gicos

Em relacdo as demais espécies, os equinos sdo comumente afetados por lesdes
traumaticas geradoras de feridas (WILMINK; VAN WEEREN, 2005). O comportamento
explosivo da espécie produz movimentos bruscos, que podem trazer danos ao animal,
principalmente em membros, sendo que instalacdes e pastagens inadequadas favorecem a
ocorréncia das lesdes (DUQUE et al., 2012). As feridas de pele estdo entre as ocorréncias mais
comuns na clinica equina (PAGANELA et al., 2009).

Em levantamento feito de 2000 a 2008 no Hospital de Clinicas Veterinaria (HVC) da
Universidade Federal de Pelotas/RS foi constatado que 37% dos casos atendidos em equinos
correspondiam a lesGes de pele. E destes, 63% eram laceragdes, perfuragdes, incisbes e
contusoes e o restante correspondeu a neoplasias, dermatites e tecido de granulagao exuberante
(PAGANELA et al., 2009).



55

6.3 Sinais clinicos/achados macroscopicos

O tecido de granulacdo exuberante é caracteristicamente irregular, com varios sulcos,
lancando-se acima da margem da ferida. E observado comumente em feridas nos membros,
mas também pode ser visto em feridas em outras regides do corpo, sendo marcado por
inflamacéo cronica com restos de fibrina ndo absorvida pela fase aguda da inflamacéo
(RESENDE et al., 2019).

6.4 Achados histopatol6gicos

Histologicamente o tecido de granulacdo apresenta proliferacdo vascular com orientacdo
perpendicular a superficie epidérmica e proliferacdo fibroblastica colagénica paralela a
superficie epidermal. Além disso, geralmente ocorrem diferentes graus de edema e infiltrado
inflamatorio intersticial crénico (CONCEICAQ; LOURES, 2016).

6.5 Critérios diagndsticos

Para realizacdo de diagndstico preciso, a avaliagdo da ferida é imprescindivel,
permitindo saber o tipo e estdgio da lesdo para escolher o adequado tratamento
(MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Primeiramente se deve realizar
anamnese e exame clinico detalhados, buscando saber se houve algum trauma, a causa da leséo,
tempo decorrido, tratamentos empregados e evolucdo clinica (COCKBILL; TURNER, 1995).
Contudo, somente através do exame histopatoldgico serd possivel diferenciar o tecido de
granulacdo exuberante das outras afeccdes proliferativas da pele, como o sarcoide, pitiose,

carcinoma de células escamosas ou habronemose.

6.6 Tratamento

Vaérios tratamentos podem ser instituidos visando reduzir a quantidade de tecido de
granulacdo exuberante. Assim sendo, séo utilizados corticosteroides topicos, membranas de
colageno e amniotica, substancias causticas, inibidores farmacoldgicos, criocirurgia, bandagem
associada com aplicacdo topica de antibioticos, hidroterapia, curativos oclusivos e semi-
oclusivos e aplicacdo tdopica de ketanserina (MILLER et al., 2000; ENGELEN et al., 2004).
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6.7 Controle

A adocdo de boas praticas de manejo, evitando manter 0s equinos em pastagens e
instalacBes inadequadas ajudam a prevenir a ocorréncia de lesdes. Além disso, o tratamento

precoce e adequado de feridas ajuda a evitar o surgimento da granulagao excessiva.

7 CONSIDERACOES FINAIS

As leses proliferativas cutaneas dos equideos sdo afec¢cdes complexas e de tratamentos
dificeis. InformacGes etiologicas e fisiopatolagicas sobre cada uma dessas doencas sao
fundamentais para se instituir um protocolo terapéutico eficiente com base nas condicdes

econbmicas do tutor do paciente.
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RESUMO

As lesbes cuténeas estdo entre as enfermidades mais tratadas por Médicos Veterinarios de
equinos e trazem prejuizos financeiros importantes ao mercado equestre. Fatores como a
movimentacao e tensdo na pele ao redor da lesdo, o desequilibrio da sintese e degradacéo do
colageno e o baixo suprimento sanguineo de oxigénio favorecem o desenvolvimento de tecido
de granulacdo exuberante em equinos, havendo retardo no processo cicatricial. O objetivo
avaliar mecanismos cicatriciais em equinos, bem como os possiveis efeitos do Croton lechleri
(CL) e da nitroglicerina na cicatrizagdo de feridas. Utilizou-se seis éguas que foram submetidas
a inducdo de feridas na garupa e membro pélvico, recebendo seis tipos de tratamento: Solucao
fisiologica; Creme com Nitroglicerina 0,1mg/ml; Creme com Nitroglicerina 1mg/ml; Creme
com 1 ug/ml de Croton lechleri; Creme com 10 ug/ml de Croton lechleri; Creme com 10 pg/ml
de Croton lechleri + Nitroglicerina 1mg/ml. Conclui-se que feridas na regido cutanea da garupa
desenvolvem menos tecido de granulacdo e vasos sanguineos, e mais colageno do que feridas
cuténeas na regido do metatarso; o Croton lechleri mostrou ter um potencial para auxiliar na
cicatrizacdo das feridas pois ele reduziu a resposta inflamatoria, aumentou a producdo de
colageno e inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus em lesGes tratadas com sua seiva; a
nitroglicerina reduziu a formagdo de novos vasos em feridas tratadas com ela; o tratamento
realizado com a associacdo de CL e nitroglicerina apresentou apenas aumento das
concentragdes de colageno.

Palavras-chave: Equinos. Croton lechleri. Nitroglicerina. Cicatrizacdo. Feridas. Tecido de
Granulagdo Exuberante.
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ABSTRACT

As specifications are among the most important diseases for the market and the most important
medical care for horses. Factors such as movement and tension in the learning skin, such as the
growth process, collagen degradation and joint integrity and the development of granulation
tissue protection favor the development of granulation tissue. The aim of scarring effects in
horses, as well as the possible effects of Croton lechleri (CL) and nitroglycerin on wound
healing. It was used for types of treatment that allow the manipulation of six physiological
solutions; Cream with Nitroglycerin 0.1mg/ml; Cream with Nitroglycerin 1mg/ml; Cream with
1 pg/ml of Croton lechleri; Cream with 10 pg/ml of Croton lechleri; Cream with 10 pg/ml of
Croton lechleri + Nitroglycerin 1mg/ml. It is concluded that wounds in the croup region
develop less granulation tissue and blood vessels, and more skin collagen in the metatarsal
region; Croton lechleri has a potential to aid in the healing of cells as it increases the response
production, increasing the growth of Staphylococcus aureus in devices with its sap; the new
vessel-forming nitroglycerin treated with it; the treatment performed with the association of CL
and nitroglycerin showed only an increase in collagen concentrations.

Keywords: Equines. Croton lechleri. Nitroglycerin. Healing. wounds. Lush Granulation
Fabric.
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1 INTRODUCAO

As lesdes cutaneas estdo entre as enfermidades mais tratadas por Médicos Veterinarios
de equinos e trazem prejuizos financeiros importantes ao mercado equestre (HARMON et al.,
2017). Na Nova Zelandia uma pesquisa indicou que das les6es locomotoras que inutilizavam
equinos Puro Sangue Inglés, 7% eram de feridas cutaneas nas regides distais de membros
(PERKINS; REID; MORRIS, 2005). Ademais, feridas em membros pélvicos cicatrizam mais
lentamente e formam mais tecido de granulacdo do que feridas em membros toracicos
(WINTER et al., 2020).

Fatores como a movimentacdo e tensdo na pele ao redor da lesdo, o desequilibrio da
sintese e degradacdo do colageno e o baixo suprimento sanguineo de oxigénio favorecem o
desenvolvimento de tecido de granulacéo exuberante em equinos, havendo retardo no processo
cicatricial (ENGELEN et al., 2004).

Por sua complexidade, a cicatrizagdo em equinos é alvo de inUmeras pesquisas, visando
encontrar meios que favorecam a recuperacéo das feridas. Neste contexto, as plantas medicinais
(fitoterapicos) podem ser utilizadas em protocolos terapéuticos para tratamento das feridas
(SOUZA et al., 2006), porém muitas preparacOes topicas sao ineficientes ou prejudiciais, por
serem irritantes e estimularem o desenvolvimento de tecido de granulagéo exuberante (WHITE,
1995). Contudo, Triticum vulgare (SOUZA et al., 2006), Stryphnodendron barbatiman,
Calendula officinalis e Symphytum officinale (MARTINS et al., 2003) apresentaram efeitos
benéficos na cicatrizacdo de feridas em equinos. O Croton lechleri (CL), conhecido
popularmente como “Sangue de Dragdo” (POLLITOS; TOMAZELLO FILHO, 2007), possui
atividades anti-inflamatdria, antibiotica e antioxidante. Sendo assim, a planta teria potencial
para ser utilizada no tratamento de feridas, auxiliando no processo de cicatrizacdo (JONES,
2003).

A nitroglicerina € um farmaco com acéo vasodilatadora direta que produz relaxamento
da musculatura lisa, provocando dilatacdo nos sistemas venoso e arterial. Com isso, possuli
capacidade de melhorar a vascularizacdo de determinadas regides, favorecendo a oxigenagao
(EADES; STOKES; MOORE, 2006).

Com base nas informacdes supracitadas, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar
mecanismos cicatriciais em equinos, bem como os possiveis efeitos do Croton lechleri e da

nitroglicerina na cicatrizacdo de feridas.
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2 MATERIAL E METODO

2.1 Animais

Foram selecionadas seis fémeas higidas da espécie equina, com idade variando entre
doze e dezoito anos, que foram alojadas no Complexo das Clinicas Veterinaria do Centro
Universitario de Lavras (UNILAVRAS), onde passaram por um periodo de adaptacdo de duas
semanas antes do inicio da fase experimental.

Cada égua foi vermifugada com pasta oral a base de ivermectina 1%, vacinadas contra
influenza equina, tétano e encefalomielite, sendo que foi realizada a profilaxia oral para
remocao de pontas dentérias e hemograma para identicar possiveis alteracoes fisioldgicas. A
alimentacdo dos animais foi baseada em feno de tifton, concentrado e sal mineral ad libitum,
sendo mantidas em baias individuais durante o periodo de avaliagdo. A &gua também foi
fornecida ad libitum.

Todos os procedimentos supracitados foram realizados a fim de padronizar todas as
amostras para que nao houvesse interferéncia. Além disso, o estudo foi realizado respeitando-
se 0s principios éticos da experimentacdo animal, bem como as normas para a pratica
didatico/cientifica da vivisseccdo dos mesmos (BRASIL, 2008), a Declaracdo Universal dos
Direitos dos Animais (ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARA A EDUCACAOQ, A
CIENCIA E A CULTURA, 1978), as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
e a legislacdo em vigor (BRASIL, 1998), tendo sido aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso

de Animais da Universidade Federal de Lavras, sob o protocolo nimero 039/19.

2.2 Grupos

As concentrac@es de Croton lechleri foram definidas a partir de estudos em ratos (Rattus
norvegicus) que definiram que a concentrag@o de 1 pg/ml foi a mais eficiente para a cicatriza¢ao
de feridas. Além disso, tendo como base as dificuldades e particularidades da cicatriza¢éo de
feridas em equinos, foi definida a utilizagdo de uma concentra¢do mais elevada (10 pg/ml) de
Croton lechleri para dois grupos (LOPES, 2014).

As concentracdes de nitroglicerina foram definidas por meio de estudos em ratos (Rattus
norvegicus) que utilizaram o produto de uso tépico NITRODERM TTS (Novartis Pharma Ag,
Suica). Sendo assim, foram estabelecidas as doses de 0,1mg/ml e 1mg/ml de nitroglicerina para
alguns grupos (SA, 2006).
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Cada égua representou 12 grupos, em que 6 grupos foram de feridas cutaneas na garupa
(G) e os demais grupos de feridas cutaneas na regido metatarsica dos membros pélvicos (MP)
(Tabela 1):

Tabela 1 - Grupos experimentais e seus respectivos tratamentos
Grupos | Tratamentos
Solucéo fisioldgica
Creme com Nitroglicerina 0,2mg/ml
Creme com Nitroglicerina Img/ml
Creme com 1 pg/ml de Croton lechleri
Creme com 10 pg/ml de Croton lechleri
Creme com 10 pg/ml de Croton lechleri + Nitroglicerina Img/ml
Solugéo fisioldgica
Creme com Nitroglicerina 0,2mg/ml
Creme com Nitroglicerina 1mg/ml
Creme com 1 pg/ml de Croton lechleri
Creme com 10 pg/ml de Croton lechleri
Creme com 10 pg/ml de Croton lechleri + Nitroglicerina 1mg/ml
Fonte: Do autor

Garupa

Membro
Pélvico

TMOUOW@>MMUOUO W >

2.3 Procedimento cirdargico

2.3.1 Inducdo das feridas

Os equinos foram submetidos a jejum alimentar de 6 horas, deixando agua disponivel.
A sedacdo foi realizada utilizando Cloridrato de Detomidina a 1%, na dose de 0,01mg/kg/IV e
a analgesia ocorreu por meio da administracao de Tartarato de Butorfanol a 1%, na dose de 0,04
mg/kg/l1V (WISE et al., 2018). A anestesia local na regido da garupa foi feita por aplicacéo
subcutanea ao redor dos locais de incisdo, através de administracdo de 4 ml de Cloridrato de
Lidocaina a 2%, para cada ferida induzida, além de utilizagdo da técnica anestésica “quatro
pontos altos” para as feridas induzidas nos membros pélvicos, em conjunto com a aplicagdo
subcutanea de 4 ml de Cloridrato de Lidocaina a 2% em cada um dos locais das feridas
induzidas (TAYLOR; CLARKE, 2009).

Foi realizada tricotomia das garupas direita e esquerda, metatarsos direito e esquerdo.
A antissepsia do campo operatério foi realizada com Digliconato de Clorexidina 2% e Alcool
70%. Posteriormente, com utilizacdo de material cirurgico estéril, luvas estéreis e auxiliados
por paquimetro (STARRETT 727 — 6/150), foram feitas 6 feridas cutaneas de 2,5 x 2,5cm na
regido da garupa e 6 no metacarpo, com auxilio de bisturi com lamina nidmero 10. A excisdo

abrangeu a pele e tecido subcutaneo subjacente. Todas as feridas foram mensuradas para sua
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padronizacdo com auxilio do paquimetro. Ap6s o procedimento, todos 0s seis animais
receberam anti-inflamatério ndo esteroidal (Fenilbutazona) na dose de 2,2 mg/kg/VO, BID
(duas vezes ao dia), por 3 dias, visando principalmente controlar a dor (OLIVEIRA Jr. et al.,
2012).

2.3.2 Tratamento das feridas

Os tratamentos foram iniciados doze horas apés a realizacdo das lesdes. Cada ferida foi
tratada duas vezes ao dia, as 06:00 e as 18:00, com seu respectivo tratamento. Primeiramente
era feita uma limpeza prévia da ferida com solucdo fisioldgica para remocdo de corpos
estranhos e contaminacdo bacteriana excessiva. Em seguida cada ferida recebeu o seu
tratamento pré-definido aleatoriamente por sorteio. O manejo estabelecido foi mantido até a
total cicatrizacdo das feridas e foi realizado sempre pelo mesmo Médico Veterinario
(OLIVEIRA Jr. et al., 2012).

2.3.3 Obtencao das amostras de bidpsias cutaneas para avaliacédo histopatolégica

As bidpsias de pele foram obtidas nos momentos 0 (logo apds o procedimento cirtrgico)
ecom 7, 14 e 21 dias ap0s a cirurgia, abrangendo os limites da ferida e tecido integro utilizando
lamina de bisturi tamanho 15 (OLIVEIRA Jr. et al., 2012).

Para o procedimento, foi feita previamente a limpeza da ferida, sedacdo do equino com
Cloridrato de Xilazina a 10% na dose de 1 mg/kg/IV e anestesia local com Cloridrato de
Lidocaina a 2%. Apo0s a coleta, os fragmentos foram imersos em frascos contendo formol a
10% e identificados com o dia da retirada, numero do animal, localizacdo da ferida e tratamento
utilizado (OLIVEIRA Jr. et al., 2012).

As amostras foram encaminhadas ao Setor de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal de Lavras (SPV-UFLA) para anélise histopatoldgica do processo de cicatrizacdo das
feridas. Os tecidos foram desidratados em uma série crescente de solucGes de &lcool,
diafanizados em xilol, incluidos em parafina para obtengdo de cortes com 5um de espessura,
sendo entdo corados com Hematoxilina-Eosina e analisados em microscopia Optica por um
Patologista Veterinario. Posteriormente, foram utilizadas as coloracdes especiais tricromico de
Gomori e tricromico de Masson para avaliacdo, respectivamente, do nimero de vasos
sanguineos e concentragdes de colageno.

O ndmero de vasos sanguineos foi mensurado por dois avaliadores Médicos
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Veterinarios, que contavam a quantidade de vasos por campo, sendo que em cada lamina foram
contados cinco campos diferentes. Os valores dos campos foram somados e o valor final
correspondeu ao numero de vasos da lamina analisada. Por fim, foi feita uma média dos valores
dos dois avaliadores para cada lamina analisada.

A concentracdo de coladgeno foi mensurada de forma qualitativa por um Patologista

Veterinario.

2.3.4 Avaliacao do crescimento bacteriano nas feridas

O desenvolvimento bacteriano foi avaliado através de amostras colhidas no dia 7
utilizando swab estéril em cada uma das feridas induzidas nos animais. As feridas foram
primeiramente limpas com gaze estéril seca para remover o0 exsudato visivel e a ponta do swab
foi aplicada em toda extenséo da ferida e, posteriormente, mergulhado em meio de cultura em
tubo (Swab Biocon®). Todo material coletado foi encaminhado para analise em laboratério
particular (Laboratdrio Santa Cecilia, CNPJ: 22.077.499/0001-78).

No laboratério, para identificacdo das espécies bacterianas presentes nas amostras,
foram utilizados os meios de cultura Tioglicolato, Agar Sangue de Carneiro Desfibrinado, Agar
Macconkey, Tryptic Soy Broth e Agar Chocolate Suplementado. Ademais, as provas de
Identificacdo utilizadas foram Gram, Camp-test, Coagulase e Identificagdo por Espectrometria

de Massas.
2.4 Acompanhamento dos animais
2.4.1 Avaliacao das funcoes vitais

Diariamente os animais foram submetidos ao exame fisico, onde registrou-se as
frequéncias cardiaca e respiratdria, temperatura retal (T°C), tempo de preenchimento capilar
(TPC), coloragdo das mucosas oral, conjuntival e vaginal, motilidade intestinal e avaliacdo da
ferida experimentalmente induzida.

2.4.2 Avaliagdo das feridas experimentalmente induzidas

As feridas foram avaliadas quanto & presencga de edema, hiperemia, exsudagao, tecido

de granulacdo e crostas. A mensuracdo de area foi feita usando um paquimetro e o registro
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fotogréfico (usando uma cdmera digital, a uma distancia de cerca 30 cm para obten¢do de um
bom foco, conforme descrito por Magalhaes et al. (2008). Tais avaliagcdes foram realizadas nos
dias 0, 7, 14 e 21. O grau de contracdo das feridas foi calculado pela equagdo proposta por
Ramsey et al. (1995): Porcentagem de contracdo = 100 x (FO — FA) / FO, onde FO representa a

area original da ferida e FA representa a area no momento da avaliacg&o.

2.5 Termografia

Imagens termogréficas dos animais foram obtidas sempre no mesmo horario, nos dias
7, 14, 21 e 28, comecando-se as 09:00 e seguindo a mesma sequéncia de animais. Elas foram
feitas a 1 metro de distancia das feridas, com fundo cinza e focaram as extremidades distais dos
membros pélvicos, pegando toda a regido de metatarso e a garupa nos dois antimeros de cada
animal. Para tanto utilizou-se um termégrafo modelo E75240 (FLIR®), com resolugdo de 320
X 240 pixels, sensibilidade térmica de 0,04 °C e faixa de captura de temperaturas entre -20 °C
e 650 °C (FLIR, 2014).

2.6 Formulacéo do creme

A seiva do C. lechleri e a nitroglicerina foram manipulados em laboratdrio farmacéutico
particular (Pharmacia de Manipulacdo e Homeopatia Melissa, CNPJ 25.993.601/0001-73),
utilizando as formulagdes descritas na tabela 1.

Foram produzidas 5 formulagdes farmacéuticas: Nitroglicerina 0,1mg/ml;
Nitroglicerina 1mg/ml; Oleo de C. lechleri 1ug/ml; Oleo de C. lechleri 10ug/ml e Oleo de C.
lechleri 10ug/ml + Nitroglicerina 1mg/ml, sendo que todas as formulagdes foram preparadas
na forma farmacéutica de creme, utilizando o creme néo i6nico.

O produto utilizado para fornecer a nitroglicerina, foi o TRIDIL® nitroglicerina, que
contém 5mg/mL (0,5%) de nitroglicerina em sua composic¢ao. Para obtencdo do produto 6leo
de C. lechleri, foi utilizado o 6leo essencial de C. lechleri (Sangue de Dragdo® - Phytoterapica
— CNPJ 72.962.327/0001-55), porém na forma diluida de 1:100 (1 parte do 6leo e 99 partes de
oleo de girassol). A seguir os calculos utilizados na producéo dos cremes:

1) Creme: Nitroglicerina 0,1mg/ml - Veiculo (Creme néo idnico) gsp (quantidade suficiente
para) 140g.
O produto Tridil contém 5mg de nitroglicerina em cada 1ml (0,5%) - Desta forma foi

determinado o Fator de Correcdo em 200. (100/0,5).
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Célculo: Nitroglicerina 0,2mg/ml: 0,1mg * 140g = 0,014g * Fc (fator de correcdo) 200
=2,8ml.

Em balanca analitica pesou-se 2,8g de Tridil (Densidade 1) e 137,29 de creme ndo ibnico,
promoveu-se a mistura geometricamente e, em seguida, a conferéncia da pesagem
(140g). Posteriormente, foi feito o envase em frasco adequado, fechando-o
hermeticamente.

2) Creme: Nitroglicerina 1mg/ml - Veiculo (creme ndo iénico) gsp 140g.

Caélculo: Nitroglicerina 1mg/ml: 1mg * 140g= 0,14 *Fc 200= 28ml

Em balanga analitica pesou-se 28g de Tridil (Densidade 1) e 112g de creme ndo idnico,
promoveu-se a mistura geometricamente e, em seguida, a conferéncia da pesagem
(140g). Posteriormente, foi feito o envase em frasco adequado, fechando-o
hermeticamente.

3) Creme: Oleo de C. lechleri 1pg/ml — Veiculo (creme néo idnico) gsp 140g.

Foi feita uma diluicdo de 1:100 (1 parte de 6leo de C. lechleri e 99 partes de 6leo de girassol)
apresentando Fator de Correcao 100.

Célculo: 1pg/mL.......cu.e.e. 0,00014 * Fc 100 = 0,014g

Em balanca analitica pesou-se 0,014g de 6leo de C. lechleri (Densidade 1) e 139,986 de
creme ndo idnico, promoveu-se a mistura geometricamente e, em seguida, a conferéncia
da pesagem (140g). Posteriormente, foi feito o envase em frasco adequado, fechando-o
hermeticamente.

4) Creme: Oleo de C. lechleri 10pg/ml — Veiculo (creme n&o iénico) gsp 140g.

Caélculo: 10pg/mi................. 0,0014 * Fc 100= 0,149

Foi feita uma diluicdo de 1:100 (1 parte de 6leo de C. lechleri e 99 partes de 6leo de girassol)
apresentando Fator de Correcao 100.

Em balanca analitica pesou-se 0,14g de 6leo de C. lechleri (Densidade 1) e 139,869 de
creme ndo idnico, promoveu-se a mistura geometricamente e, em seguida, a conferéncia
da pesagem (140g). Posteriormente, promoveu-se o0 envase em frasco adequado,
fechando-o hermeticamente.

5) Creme: Oleo de C. lechleri 10pg/ml + Nitroglicerina 1Img/ml — Veiculo (creme ndo
i6nico) gsp 140g.

Foi feita uma diluicdo de 1:100 (1 parte de 6leo de C. lechleri e 99 partes de 6leo de girassol)
apresentando Fator de Correcdo 100.

Calculo: Oleo de C. lechleri 10ug/ml................. 0,0014 * 100= 0,149

Nitroglicerina 1mg * 140g= 0,14 *Fc 200= 28ml
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Em balanca analitica pesou-se 28g de Tridil (Densidade 1), 0,14g de Oleo de C. lechleri
(Densidade 1) e 111,869 de creme ndo i0nico, promoveu-se a mistura geometricamente e, em
sequida, a conferéncia da pesagem (140g). Posteriormente, foi feito o envase em frasco

adequado, fechando-o hermeticamente.

2.7 Andlises Estatisticas

Nesse estudo as variaveis quantitativas normais sdo apresentados como média + desvio
padrdo (DP) e as varidveis quantitativas ndo normais e qualitativas ordinais como mediana
(valor minimo — valor méximo). Antes das analises estatisticas, as varidveis quantitativas
(contracdo da ferida, termografia e nimero de vasos) foram testadas quanto a normalidade com
o teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade das variancias com o teste de Levene. As diferencas
entre o tratamento e o local da ferida (garupa e membro pélvico) foram analisadas com ANOVA
de duas vias na contracdo da ferida e termografia. Para testar a associa¢do entre
presenca/auséncia dos agentes Streptococcus equi, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
intermedius e os tratamentos (A, B, C, D, E e F) foi realizado o teste Qui-quadrado ou Exato
de Fisher. Para verificar o efeito do local da ferida nos tratamentos foi utilizado o teste de Mann-
Whitney. Por fim, para verificar o efeito do tempo nos tratamentos, considerando o local da
ferida, foi utilizado os testes de Friedman com comparag6es por pares e Wilcoxon. Valores de
p < 0,05 foram considerados significativos. O software IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago,

IL, USA) foi usado nas analises estatisticas.

3 RESULTADOS

Apbs os 28 dias de periodo experimental, foi possivel constatar que as feridas
localizadas na regido da garupa tiveram uma taxa de contracdo (Figura 1) e uma temperatura
(Figura 2) maiores quando comparada com as feridas produzidas na regido metatarsica dos

membros pélvicos (p<0,05) (Tabela 2).
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Figura 1 - Tratamento A. Cicatrizacdo das feridas induzidas nas regides da garupa (G) e metatarsica
(MP). E possivel observar um reparo tecidual mais eficiente em G ao longo do tempo (dias 0, 7, 14, 21
e 28) com maior contracdo da ferida (p<0,05), menor formacéo de tecido de granulagéo e maior
epitelizacdo. Além disso, em MP é possivel notar maior formacéo de tecido de granulagéo nos dias 7 e
14

Fonte 0 autor

Figura 2 - Areas correspondentes das temperaturas superficiais mensuradas nas feridas cutaneas da
garupa (G) e metatarso (MP). E observado que a temperatura é maior em todas as feridas de G em
relacdo as feridas de MP (p<0,05), independentemente do tratamento empregado (p>0,05

Fonte: Do autor
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Tabela 2 - Efeito dos tratamentos na contracdo da ferida e termografia segundo o local das feridas,
apos os 28 dias de periodo experimental. Os grupos foram divididos em A (tratamento com solugéo
fisioldgica), B (tratamento com creme a base de Nitroglicerina 0,1mg/ml), C (tratamento com creme a
base de Nitroglicerina 1mg/ml), D (tratamento com creme a base de 1 pg/ml de Croton lechleri), E
(tratamento com creme a base de 10 pg/ml de Croton lechleri), F (tratamento com creme a base de 10
pg/ml de Croton lechleri + Nitroglicerina Img/ml). 2 VValores médios + desvio padrdo (DP) sdo
apresentados para cada grupo experimental (n = 6). Valores de p < 0,05 foram considerados
significativos

Local da ferida
Garupa Membro Pélvico
Contracéo da ferida® (%)

Tratamentos

A 74,22 +11,48 44,84 + 23,54
B 71,44 + 10,98 27,79 £ 16,93
C 70,00 £ 2,02 29,67 £ 7,84
D 79,19 + 10,54 35,26 + 19,28
E 75,82 + 10,54 39,48 + 19,63
F 73,11+11,86 29,33+ 21,37

ANOVA de duas vias

Local p = 0,000

Tratamentos p =0,403

Local*Tratamentos p=0,816

Termografia® (°C)
A 34,18 + 0,56 33,52+0,49
B 34,70 + 0,36 33,27+ 0,57
C 34,69 + 0,69 32,97+1,16
D 34,28 + 0,36 32,80+ 0,51
E 34,09 + 0,60 33,09 + 0,06
F 34,51 +0,39 33,57 £036

ANOVA de duas vias

Local p = 0,000

Tratamentos p=0,193

Local* Tratamentos p =0,207

Fonte: Do autor

Em relacdo a identicacdo bacteriana nas feridas da garupa e regido metatarsica de
membros pélvicos dos diferentes tratamentos, foi possivel identificar Streptococcus equi,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus intermedius, aleatoriamente, em todos os tratamentos
e locais, ndo havendo diferenca estatistica entre eles. Contudo, ndo houve crescimento de S.
aureus nos tratamentos D, E e F, ou seja, aqueles com Croton lechleri em sua formulagéo
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Isolamento bacteriano das feridas segundo o local e tratamento aos 7 dias. Os grupos foram
divididos em A (tratamento com solucéo fisioldgica), B (tratamento com creme a base de
Nitroglicerina 0,1mg/ml), C (tratamento com creme a base de Nitroglicerina 1mg/ml), D (tratamento
com creme a base de 1 ug/ml de Croton lechleri), E (tratamento com creme a base de 10 pg/ml de
Croton lechleri), F (tratamento com creme a base de 10 pg/ml de Croton lechleri + Nitroglicerina
1mg/ml). Frequéncias absolutas sdo apresentados para cada grupo experimental (n = 6). 2 Teste de qui-
quadrado ou exato de Fisher. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos

Streptococcus ~ Valor  Staphylococcus  Valor  Staphylococcus

a
Grupos equi de p? aureus de p? intermedius Valor de p
Sim N&o Sim Néo Sim Néo
Garupa
A 4 2 2 4 0 6
B 1 5 0,242 4 2 0,567 1 5 1,000
C 1 5 0,242 3 3 1,000 2 4 0,667
D 3 3 1,000 0 6 0,667 3 3 0,400
E 4 2 1,000 0 6 0,667 2 4 0,667
F 3 3 1,000 0 6 0,667 3 3 0,400
Membro Pélvico
A 3 3 3 3 0 6
B 3 3 1,000 2 4 1,000 1 5 1,000
C 3 3 1,000 3 3 1,000 0 6 1,000
D 4 2 1,000 0 6 0,400 2 4 0,667
E 5 1 0,545 0 6 0,400 1 5 1,000
F 3 3 1,000 0 6 0,400 3 3 0,400
Fonte: Do autor

Quando comparado o processo de cicatriza¢do das feridas do grupo controle da garupa
e da regido metatarsica nota-se menos desenvolvimento de tecido de granulacéo (Figura 3) e
vasos sanguineos na garupa (Figura 4), além de haver maior proliferacdo de colageno (Figura
5) nessa regido (p<0,05) (Tabela 4).

Figura 3 - Tratamento A. Reparagdo tecidual cutanea de equinos aos 7 dias apds indugdo das feridas
nas regides metatarsica (MP) e garupa (G). E possivel notar concentracdo maior de tecido de
granulacdo em MP em relagéo a G (p<0,05). Coloracdo por Hematoxilina-eosina, 40x (MP e G)

- -
iy A YA

Fonte: Do autor
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Figura 4 - Tramento A. Reparacao tecidual cutanea de equinos aos 7 dias apos inducao das feridas nas
regides da metatarsica (MP) e garupa (G). E possivel notar concentragdo maior de vasos sanguineos
em MP em relagédo a G (p<0,05). Coloracdo por tricr(“)mico de Gomori, 40x (MP e G

_

Fonte: Do autor

Figura 5 - Tratamento A. Reparagdo tecidual cutanea de equinos aos 21 dias apds inducao das feridas
nas regides da metatarsica (MP) e garupa (G). E possivel notar concentracdo maior de colageno
(coloracédo azulada) em G em relagdo a MP (p<0,05). Colorag&o por tricrdmico de Masson, 40x (MP e

Fonte: Do autor
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Tabela 4 - Efeito dos tratamentos na inflamacéo, tecido de granulacéo, coldgeno e contagem de vasos segundo o local das feridas. Os grupos foram
divididos em A (tratamento com solucdo fisioldgica), B (tratamento com creme a base de Nitroglicerina 0,1mg/ml), C (tratamento com creme a base de
Nitroglicerina 1mg/ml), D (tratamento com creme a base de 1 ug/ml de Croton lechleri), E (tratamento com creme a base de 10 pug/ml de Croton
lechleri), F (tratamento com creme a base de 10 pg/ml de Croton lechleri + Nitroglicerina 1mg/ml). As amostras foram coletadas com 7 (T1), 14 (T2) e
21 (T3) dias de cicatrizacdo das feridas. Valores medianos (min. — max.) sdo apresentados para cada grupo experimental (n = 6). ® Teste de Mann-
Whitney. Valores de p < 0,05 (*) foram considerados significativos

(Continua)
Tratamentos
A B C D E F
Inflamacao

T1 Garupa 2(0-3) 05(0-3) 05(0-3) 1(0-2) 2(1-2) 05(0-1)
Membro Pélvico 3(2-4) 3(1-4) 3(0-4) 25(2-3) 3(2-3) 3(1-4)
Valor de p? 0,127 0,092 0,094 0,006* 0,014* 0,006*

T2 Garupa 0(0-3) 05(0-3) 1(1-2) 05(0-2) 1(0-1) 1(0-2)
Membro Pélvico 15(0-3) 25(1-3) 1,5(0-4) 1(0-4) 1(0-3) 2(1-4)
Valor de p? 0,275 0,177 0,420 0,397 0,338 0,133

T3 Garupa 1(0-1) 1(0-4) 1,5(0-4) 0(0-2) 0(00-3) 05(0-2)
Membro Pélvico 1(1-3) 15(0-3) 1(1-3) 0(0-1) 0,5(0-3) 0,5(0-3)
Valor de p? 0,092 0,805 0,867 0,461 0,591 0,930
Tecido de Granulacao
Garupa - - - - - -

T Membro Pélvico - - - - - -
Valor de p? - - - - - -

T2 Garupa 1,5(0-3) 2(1-3) 25(1-3) 1(1-2) 1(0-2) 2(0-4)
Membro Pélvico 25(1-3) 35(1-4) 3(2-4) 3(2-3) 3(1-4) 2(1-3)
Valor de p? 0,356 0,131 0,101 0,062 0,066 0,737

T3 Garupa 0(0-4) 2(1-3) 25(1-4) 1(1-2) 2(0-2) 0,5(0-3)
Membro Pélvico 3(2-4 3(2-4) 3(2-4) 3(2-3) 25(1-3) 253(1-4)
Valor de p? 0,032* 0,127 0,302 0,067 0,179 0,117

Fonte: Do autor
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Tabela 4 - Efeito dos tratamentos na inflamacéo, tecido de granulacéo, coldgeno e contagem de vasos segundo o local das feridas. Os grupos foram
divididos em A (tratamento com solucdo fisioldgica), B (tratamento com creme a base de Nitroglicerina 0,1mg/ml), C (tratamento com creme a base de
Nitroglicerina 1mg/ml), D (tratamento com creme a base de 1 pg/ml de Croton lechleri), E (tratamento com creme a base de 10 pg/ml de Croton
lechleri), F (tratamento com creme a base de 10 pg/ml de Croton lechleri + Nitroglicerina 1mg/ml). As amostras foram coletadas com 7 (T1), 14 (T2) e
21 (T3) dias de cicatrizacdo das feridas. Valores medianos (min. — max.) sdo apresentados para cada grupo experimental (n = 6). ® Teste de Mann-
Whitney. Valores de p < 0,05 (*) foram considerados significativos

(Conclusdo)

Tratamentos
A B C D E F
Célageno
Garupa - - - - - -

T Membro Pélvico - - - - - -
Valor de p? - - - - - -

T2 Garupa 3(0-4 2(0-3) 2(0-3) 35(2-4) 25(2-4) 0,5(0-4)
Membro Pélvico 15(1-3) 1,5(0-3) 1(0-3) 25(0-4) 25(1-3) 1,5(0-4)
Valor de p? 0,140 0,799 0,407 0,357 0,445 0,801

T3 Garupa 4(0-4) 3(1-3) 1,5(0-4) 4(3-4) 4(4-4) 4(2-4)
Membro Pélvico 2(0-3) 1(1-2) 1,5(0-3) 2(2-4) 25(2-4) 1,5(0-4)
Valor de p? 0,046* 0,014* 0,934 0,027* 0,007* 0,045*
Contagem de vasos

T1 Garupa 51,05 (15,3 -132,2) 27,55(7,6-44,6) 30,55(29,8-34,7) 23,3(12-44,7) 2535(12,5-55,2) 29,05 (15,5-68,7)
Membro Pélvico 33 (14,6 - 47) 375(27-74,4) 44,65 (258-66,3) 35,4(20,3-40,6) 29,75 (26,6 - 63) 36,5 (25,3 - 63)
Valor de p? 0,200 0,149 0,055 0,200 0,200 0,262

T2 Garupa 21,7 (10,3 -27,9) 20,1 (17,4 - 30) 20,35 (18,5 - 32) 16,55 (12 - 18,1) 12,6 (8,8 -17,8) 18,9 (14,3 - 29)
Membro Pélvico 28,85 (12,8 -45,5) 31,3(22,9-46,8) 31,5(22,7-58,6) 26,95(16-36,8) 24,25(22,3-29,1) 40,85 (16,3 - 63,3)
Valor de p? 0,150 0,016* 0,025* 0,055 0,054 0,055

T3 Garupa 10,6 (6,5 —21,2) 11,2 (6,5 - 36,8) 11,4 (6 - 46,3) 10,2 (5,4-13,4)  12,95(7,7-20,6) 12,55(11,3-19,5)
Membro Pélvico 30,5 (10 - 50,6) 249 (11,5-42) 20,4 (148-31,1) 17,35(8,4-19,7) 1585(10,8-19,8) 28,05(11,3-38,7)
Valor de p? 0,025* 0,109 0,078 0,057 0,150 0,053

Fonte: Do autor
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Atraveés da analise do processo cicatrial com o passar do tempo, foi constatado que nas
feridas induzidas na garupa tratadas com C. lechleri houve reducdo da angiogénese (Figura 6)

e aumento da quantidade de colageno (Figura 7) nas feridas (p<0,05) (Tabela 5).

Figura 6 - Reparagdo tecidual cutanea de equinos aos 7 e 21 dias apds inducao das feridas na regido da
garupa tratadas com C. lechleri na concentracdo de 1ug/ml (tratamento D). E possivel notar
concentragdo maior de vasos sanguineos aos 7 dias em relagdo aos 21 dias (p<0,05). Coloragéo por

tricromico de Gomori, 40x (MP e G
N
S

Fonte: Do autor

Figura 7 - Reparacdo tecidual cutnea de equinos aos 7 e 21 dias ap6s inducdo das feridas na regido da
garupa tratadas com C. lechleri nas concentragdes de 1pg/ml (tratamento D) e 10ug/ml (tratamento E).
E possivel notar concentracdo maior de colageno (coloracio azulada) aos 21 dias em relacéo aos 7 dias

(p<0,05). Coloracéo por tricromico de Masson, 40x (MP e G)

W

Fonte: Do autor
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Tabela 5 - Efeito dos tratamentos na inflamacdo, tecido de granulacdo, contagem de vasos e colageno nas feridas na garupa ao longo do tempo. Os
grupos foram divididos em A (tratamento com solucdo fisiologica), B (tratamento com creme a base de Nitroglicerina 0,Amg/ml), C (tratamento com
creme a base de Nitroglicerina 1mg/ml), D (tratamento com creme a base de 1 pg/ml de Croton lechleri), E (tratamento com creme a base de 10 pg/ml
de Croton lechleri), F (tratamento com creme a base de 10 pg/ml de Croton lechleri + Nitroglicerina 1mg/ml). As amostras foram coletadas com 7 (T1),
14 (T2) e 21 (T3) dias de cicatrizacdo das feridas. Valores medianos (min. — max.) sdo apresentados para cada grupo experimental (n = 6). @ Teste de
Friedman. ® Teste de Wilcoxon. Valores dentro da mesma coluna com sobrescritos diferentes (a, b) indicam diferencas significativas * (p < 0,05)

Tratamentos

A B C D E F
Inflamacéo
T1 2(0-3) 05(0-3) 05(0-3) 1(0-2) 2(1-2) 05(00-1)
T2 0(0-3) 0,5(0-3) 1(1-2) 0,5(0-2) 1(0-1) 1(0-2)
T3 1(0-1) 1(0-4) 15(0-4) 0(0-2) 0(0-3) 05(0-2)
Valor de p? 0,727 0,513 0,494 0,247 0,115 0,692
Tecido de Granulacdo
T1 - - - - - -
T2 1,5(0-3) 2(1-3) 25(1-3) 1(1-2) 1(0-2) 2(0-4)
T3 0(00-4 2(1-3) 25(1-4) 1(1-2) 2(0-2) 05(0-3)
Valor de p° 0,285 0,564 1,000 0,317 0,705 0,340
Colageno
T1 12 (0-2,5) 1,654 (1-2) 1,65(0-3) 0,52(0-2) 0,752 (0 - 2) 0,65 (0 -2)
T2 2,75% (0 - 3,5) 3°(3-4) 2,75 (2-3) 2,75% (2 - 3,5) 2,6%(2-3) 3% (2-35)
T3 3,5°(2,5-4) 2,75% (2 - 3) 3(1-3) 4° (2,5 4) 3,5°(2,5-4) 3P2-4)
Valor de p? 0,030* 0,006* 0,056 0,004* 0,003* 0,019*
Contagem de vasos
T1 51,05% (15,3 -132,2) 27,55(7,6 —44,6) 30,55(29,8-34,7) 23,3*(12-44,7)  25,35(12,5-55,2) 29,05 (15,5 - 68,7)
T2 21,7 (10,3 - 27,9) 20,1 (17,4 - 30) 20,35 (18,5 - 32) 16,55% (12 - 18,1) 12,6 (8,8 —17,8) 18,9 (14,3 - 29)
T3 10,6 (6,5 21,2) 11,2 (6,5 — 36,8) 11,4 (6 — 46,3) 10,2 (5,4-13,4)  12,95(7,7-20,6) 12,55 (11,3-19,5)
Valor de p? 0,016* 0,513 0,069 0,009* 0,311 0,115

Fonte: Do autor
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Ja nas feridas localizadas na regido metatarsica, observou-se que com o passar do tempo
houve reducgéo do processo inflamatdrio (Figura 8) e nimero de vasos (Figura 9), e elevacdo da
concentracdo de colageno (Figura 10) em feridas tratadas com C. lechleri. Além disso, feridas
tratadas com nitroglicerina em doses altas na regido metatarsica desenvolveram quantidades

menores de vasos sanguineos (Figura 11) com o passar do tempo (p<0,05) (Tabela 6).

Figura 8 - Reparacdo tecidual cutanea de equinos aos 7 e 21 dias ap6s inducdo das feridas na regido
metatérsica tratadas com C. lechleri na concentracio de 1pg/ml (tratamento D). E possivel notar maior
concentragdo de células inflamatdrias aos 7 dias em relagdo aos 21 dias (p<0,05). Coloracéo por
Hematoxilina-eosina, 40x (MP e G)
Y 2 k] N -

Fonte: Do autor

Figura 9 - Reparacdo tecidual cutanea de equinos aos 7 e 21 dias apds indugdo das feridas na regido
metatarsica tratadas com C. lechleri nas concentragdes de 1pg/ml (tratamento D) e 10pg/ml
(tratamento E). E possivel notar concentracdo maior de vasos sanguineos aos 7 dias em relacdo aos 21

dias (p<0,05). Colora éoor tricrmico de Gomori, 40x (MP e G

X . ) :4\» nﬁgi
Fonte: Do autor
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Figura 10 - Reparagdo tecidual cutanea de equinos aos 7 e 21 dias apds indugdo das feridas na regido
metatarsica tratadas com C. lechleri nas concentragdes de 1ug/ml (tratamento D) e 10ug/mi
(tratamento E). E possivel notar concentragio maior de colageno (coloracéo azulada) aos 21 dias em
relacdo aos 7 dias (p<0,05). Coloracdo por tricromico de Masson, 40x (MP e G)

r -

Fonte: Do autor

Figura 11 - Reparacdo tecidual cutanea de equinos aos 7 e 21 dias apds inducgdo das feridas na regido
da metatarsica tratadas com nitroglicerina na concentraco de 1mg/ml (tratamento C). E possivel notar
concentracdo maior de vasos sanguineos aos 7 dias em relagéo aos 21 dias (p<0,05). Coloragéo por
tricromico de Gomori, 40x (MP e G)

Fonte: Do autor
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Tabela 6 - Efeito dos tratamentos na inflamacdo, tecido de granulacao, tecido conjuntivo fibroso, contagem de vasos e colageno nas feridas no membro
pélvico ao longo do tempo. Os grupos foram divididos em A (tratamento com solucdo fisioldgica), B (tratamento com creme a base de Nitroglicerina
0,Img/ml), C (tratamento com creme a base de Nitroglicerina 1mg/ml), D (tratamento com creme a base de 1 pg/ml de Croton lechleri), E (tratamento
com creme a base de 10 ug/ml de Croton lechleri), F (tratamento com creme a base de 10 pg/ml de Croton lechleri + Nitroglicerina Img/ml). As
amostras foram coletadas com 7 (T1), 14 (T2) e 21 (T3) dias de cicatrizacdo das feridas. Valores medianos (min. — max.) sdo apresentados para cada
grupo experimental (n = 6). 2 Teste de Friedman. ® Teste de Wilcoxon. Valores dentro da mesma coluna com sobrescritos diferentes (a, b) indicam
diferencas significativas * (p < 0,05)

Tratamentos

A B C D E F
Inflamacao
T1 3(2-4) 3(1-4) 3(00-4) 25%(2-3) 3(2-3) 3(1-4)
T2 15(0-3) 25(1-3) 15(0-4) 1% (0 - 4) 1(0-3) 2(1-4)
T3 1(1-3) 1,5(0-3) 1(1-3) 0°(0-1) 05(0-3) 05(0-3)
Valor de p? 0,055 0,287 0,705 0,042* 0,086 0,097
Tecido de Granulacdo
T1 - - - - - -
T2 25(1-3) 35(1-4) 3(2-4) 3(2-3) 3(1-4) 2(1-3)
T3 3(2-4) 3(2-4) 3(2-4) 3(2-3) 25(1-3) 253(1-4)
Valor de p° 0,034* 1,000 0,655 0,564 0,180 0,257
Colageno
T1 1(1-2) 1,752 (0-2) 12(0-2) 0,5%(0-2,5) 0,52(0-1) 12 (0-1)
T2 25(1-3) 3 (2-3) 2,5°(2-3) 2,25% (2 -3) 2% (1-3) 2,5%(2-2,5)
T3 2,75(2-3) 2,3*(1-3,5) 2,25% (1 -2,5) 3,1°(2,5-3,5) 3*(2,5-35) 2,75° (0 - 3,5)
Valor de p? 0,054 0,034* 0,013* 0,009* 0,003* 0,016*
Contagem de vasos
T1 33 (14,6 - 47) 375(27-74,4) 44,65 (25,8-66,3) 35,4* (20,3 —40,6) 29,75% (26,6 - 63) 36,5 (25,3 - 63)
T2 28,85(12,8 -455) 31,3(22,9-46,8) 31,5 (22,7-58,6) 26,95® (16 -36,8) 24,25®(22,3-29,1) 40,85 (16,3 - 63,3)
T3 30,5 (10 -50,6) 24,9 (11,5-42) 20,4°(148-31,1) 17,35°(8,4-19,7) 15,85°(10,8-19,8) 28,05 (11,3 -38,7)
Valor de p? 0,135 0,183 0,006* 0,016* 0,002* 0,135

Fonte: Do autor
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4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo evidenciaram que as feridas cutneas na regido da
garupa de equinos cicatrizam de forma mais eficiente em relacdo as feridas da regido
metatérsica. Ao final de 28 dias de experimento as feridas da garupa tratadas com solucéo
fisiologica (grupo controle) apresentaram taxa de contracdo e proliferacdo de colageno maior,
além de apresentarem menor fibroplasia e angiogénese, quando comparada com as feridas do
grupo controle da regido metatarsica. Os achados sédo semelhantes aos observados na literatura,
onde se observa que nas partes distais dos membros dos equinos as feridas apresentam taxa de
contracgéo e epitelizagdo mais lenta em comparagéo com as feridas do tronco (JACOBS et al.,
1984; BIGBIE et al., 1991), devido, em parte, a maior fibroplasia no local, caracterizada muitas
vezes pelo desenvolvimento de tecido de granulacdo exuberante (TGE) que retarda a
neoepitelizagdo (THEORET; WILMINK, 2013). Apesar de ainda ndo estar completamente
elucidado como o tecido de granulacéo, que é formado durante a cicatrizagdo fisioldgica de
feridas, torna-se exuberante, estudos sugerem que a resposta inflamatdria desempenha um papel
importante. O atraso ou falha na cicatrizacdo € multifatorial e provavelmente relacionado a
quebra do complexo equilibrio dos fatores de crescimento e mediadores inflamatérios
(THEORET; WILMINK, 2016). O retrocesso na reepitelizagdo das feridas dos membros,
principalmente quando h&4 TGE, pode estar associado ao retardo na migracdo de células
epiteliais quando existe esse tecido (LEPAULT et al., 2005). A contracdo e reepitelizacdo da
ferida sdo fundamentais para a reparacdo tecidual. A contracdo ocorre de forma deficiente nos
membros, pois a migracdo epitelial é reduzida nessa localizacdo anatdmica (WILMINK et al.,
1999).

As avaliagOes termograficas indicaram que feridas cutaneas feitas na regido da garupa
apresentam temperatura maior do que as feridas cutaneas na regido metatarsica, indicando
maior fluxo sanguineo na garupa. A neovascularizacdo € necessaria para restabelecer a
organizacdo de vasos sanguineos e dar suporte a reparacédo tecidual. Um fator importante é o
menor fluxo sanguineo em feridas de membros, identificado por exame Doppler Flow Meter, e
por menores concentracdes de glicose e maiores concentracOes de lactato, que sdo indicadores
de diminuicédo da perfusdo (SORENSEN et al., 2014). Estudo comparativo identificou menor
saturacdo de oxigénio em feridas de membros em relacdo a feridas no restante do corpo, além
de menor temperatura da ferida cutanea em feridas de membros com TGE em comparagdo com
feridas do corpo (CELESTE et al., 2011). Sendo assim, 0s aspectos supracitados ajudam a

justificar a cicatrizacdo mais ordenada e eficiente encontrada nas feridas cutaneas da garupa
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dos equinos do presente estudo, quando comparadas com as feridas de regido metatérsica.

A aplicacédo de bandagem no tratamento de feridas em regides distais dos membros pode
levar ao desenvolvimento de TGE devido a baixa tensdo de oxigénio ambiental (BERRY;
SULLINS, 2003; DART et al., 2009), que estimula a neovascularizacao e crescimento de tecido
de granulacdo (KNIGHTON; SILVER; HUNT, 1981). O desenvolvimento de TGE aliado a
hiperplasia de células endoteliais pode levar a uma oclusdo da microvascularizagdo (KISCHER,
1992) e a hipdxia resultante poderia estimular a producdo excessiva de colageno por
fibroblastos e miofibroblastos (KISCHER; SHETLAR, 1979). Sendo assim, ha reducdo da
apoptose dos fibroblastos (ZHANG; PHAN, 1999) e aumento da fibroplasia (LEPAULT et al.,
2005). Nesse contexto, uma melhora da circulacdo sanguinea no ambiente da ferida pode
auxiliar nas condicdes de cicatrizacdo. Pensando nisso, na presente pesquisa foi aplicada
topicamente nitroglicerina em algumas feridas e aquelas que receberam doses de 1mg/mi
localizadas na pele da regido do metatarso desenvolveram menor quantidade de vasos
sanguineos. A nitroglicerina é um potente vasodilatador que atua por meio da agdo do 6xido
nitrico, onde ele relaxa a musculatura vascular induzida pela acetilcolina, mantendo a perfusédo
sanguinea vital para os tecidos (FURCHGOTT, 1999). Assim, em feridas tratadas com
nitroglicerina a perfusdo sanguinea pode ter aumentado, assim como relatado no uso topico em
ratos (HENDEL; LILIEN; BUNCKE,1983; ROHRICH; CHERRY; SPIRA, 1984) e suinos
(ROHRICH; CHERRY; SPIRA, 1984), justificando o menor desenvolvimento de vasos
sanguineos. A elevacdo do aporte sanguineo melhora as condicdes de reparacdo tecidual uma
vez que as células recebem oxigenacéo e nutricdo mais adequadas.

O tratamento idadequado de feridas corresponde a uma das principais causas de
recuperacdo cara e prolongada, levando a morte ou eutandsia em alguns casos em pacientes
equinos (SPARKS et al., 2021). Diversos tratamentos foram investigados para inibir ou tratar
0 TGE, mas nenhum se mostrou totalmente eficaz (BERRY; SULLINS, 2003; DUCHARME-
DESJARLAIS et al., 2005; DART et al., 2009; MONTEIRO; LEPAGE; THEORET, 2009). O
emprego tépico de Croton lechleri mostrou-se benéfico em auxiliar na cicatrizacdo, pois em
feridas tratadas com a planta houve aumento da concentracdo de colageno e reducdo da
angiogénese, caracteristica da fibroplasia excessiva, em garupa. Além disso, na regido do
metatarso, feridas tratadas com CL também tiveram maior concentragdo de colageno e menor
angiogénese e, ainda, apresentaram uma resposta inflamatéria menor. O CL possui em sua
composicao a Taspina, um alcaloide bioativo (AMARAL; BARNES, 1997), isolado da casca e
latex da planta (CAI; CHEN; PHILLIPSON, 1993), que estimula a migracdo de fibroblastos
nas feridas (PIETERS et al., 1993; PORRAS-REYES et al., 1993), fator que pode estar
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relacionado a maior producdo de colageno e que pode acelerar a contracdo da ferida se ela
ocorrer de forma ordenada em um processo cicatricial sem inflamag&o prolongada. Em um
modelo animal de poliartrite, a atividade anti-inflamatoria da taspina foi comparada a da
indometacina e trés a quatro vezes maior que a da fenilbutazona, constatando-se que o alcaloide
diminui significativamente o edema (PERSINOS PERDUE et al., 1979).

Os membros dos equinos sdo contaminados e propensos a desenvolver TGE, e um dos
principais fatores relacionados a sua formacdo é a contaminacéo das feridas (THEORET;
WILMINK, 2013). Sabe-se que quanto maior a contaminacdo bacteriana mais elevado sera o
processo inflamatorio. A cicatrizagdo das feridas € um processo complexo com fases
sobrepostas de coagulacdo, inflamacgéo, proliferacdo, contracdo e remodelamento. O
prolongamento da fase inflamatoria retarda a cicatrizacdo e estimula uma proliferacdo
desordenada de tecido de granulacdo por meio da acdo de diversos mediadores inflamatorios
(LEPAULT et al., 2005). Atribui-se ao CL propriedades antibacterianas (MILLER et al., 2000)
e no presente estudo feridas tratadas com formulacbes a base da seiva dessa planta nédo
apresentaram desenvolvimento de Staphylococcus aureus, indicando potencial de auxilio na
reparacao tecidual. Bactérias do género Staphylococcus sdo encontradas na pele de equinos e,
frequentemente, causam infeccOes cutaneas (SANTOS et al., 2008).

As lesdes foram feitas cirurgicamente em condi¢cdes experimentais e, deste modo, pode
ndo ter representatividade em feridas na préatica clinica, principalmente em relacdo aos niveis
de lesdo tecidual. Porém, estudos semelhantes sdo usados frequentemente na avaliacdo de
protocolos terapéuticos de feridas em equinos (STEEL et al., 1999; GOODRICH et al., 2000;
DART et al., 2002; BERRY; SULLINS, 2003; DUCHARME-DESJARLAIS et al., 2005;
DART et al., 2009; OLIVEIRA Ur. et al., 2012; KELLEHER et al., 2015; EDWARDS-
MILEWSKI et al., 2016; HARMON et al., 2017) e o presente estudo mostra um potencial

terapéutico do CL e da nitroglicerina como auxiliares na reparacao tecidual cutanea em equinos.

5 CONCLUSAO

Devido a diversidade de estudos sobre os mecanismos envolvidos na cicatrizagao
cutanea dos equinos e na formacdo do tecido de granulacdo exuberante, existem evidéncias
consistentes de que a evolugdo do processo inflamatorio exerce um papel importante no
surgimento do TGE. Contudo, como a reparacdo tecidual € um processo multifatorial e
complexo, 0 mecanismo preciso que desencadeia a formagéo do TGE ainda néo esta elucidado.

Caracteristicas especificas da pele nas regides distais dos membros como rede disfuncional de
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vasos sanguineos, inflamacdo cronica, fibroplasia excessiva e fechamento tardio, os tornam
mais propensos a desenvolverem TGE. No presente estudo foi constatado que feridas na regido
cutanea da garupa desenvolvem menos tecido de granulacdo e vasos sanguineos, e mais
colageno do que feridas cutaneas na regiao do metatarso. Além disso, o Croton lechleri mostrou
ter um potencial para auxiliar na cicatrizacdo das feridas pois ele reduziu a resposta
inflamatoria, aumentou a producdo de colédgeno e inibiu o crescimento de Staphylococcus
aureus em les@es tratadas com sua seiva. A nitroglicerina reduziu a formacgéo de novos vasos
em feridas tratadas com ela, indicando um possivel efeito vasodilatador que seria benéfico para
a cicatrizagdo das feridas. Por fim, o tratamento realizado com a associagdo de CL e
nitroglicerina apresentou apenas aumento das concentragdes de colageno, provavelmente
devido a presenca do CL, uma vez que a nitroglicerina ndo exibiu esse efeito quando utilizada

de forma isolada.
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ANEXO A - COMPROVANTE DE APROVACAO NA COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS - UFLA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Cx.P.3037 - Lavras -~ MG - 37200-000 - (35) 3829-5182 cba@ufia.br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Ensaio da aplicagao de pomada a base de
seiva de Croton lechleri, associado ou nao a nitroglicerina, na cicatrizagdo de feridas
cutaneas induzidas em equinos”, protocolo n® 039/18, sob a responsabilidade de
Djeison Lutier Raymundo, Rodrigo Norberto Pereira e Matheus Camargos de Britto
Rosa, que envolve a produg¢do, manutencao e/ou utilizagao de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de ensino e/ou pesquisa
cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas edificadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdao Animal (CONCEA), do
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagao (MCTI), e foi aprovada pela COMISSAO
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Pré6-Reitoria de Pesquisa/UFLA, em
reunido de 18/12/2019.

Vigéncia da autorizacao: de 01/01/2020 a 01/01/2021

Finalidade: ( ) Ensino (x ) Pesquisa Cientifica

Espécie/linhagem/raca: Equideo / SRD

Numero de animais aprovados: 6

Peso/ldade: 350 kg / 10-15 anos

Sexo: fémea

Origem dos animais (documento apresentado pelo pesquisador responsavel e
arquivado pela CEUA): Termo de Doagdo do Proprietario: Otavio Dinalli, CPF:
134.282.676-06, residente a Rua/Av. Romeu Alvarenga, Centenario, n® 23, Lavras,
MG.
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