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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

1.1 Panorama da Caprinocultura
A caprinocultura € uma atividade realizada em diversas regides do mundo

devido principalmente a grande capacidade de adaptacdo apresentada por estes animais
frente as mais variadas condic¢des edafoclimaticas. Paises que apresentam baixos indices
de producdo de alimentos e baixa renda possuem altos indices relativos a criacdo de
caprinos e ovinos (XIMENES & CUNHA, 2013). Os caprinos situam-se em grande
maioria, nos paises em desenvolvimento como a india, a China e o Paquistio que
juntos, concentram um quantitativo de 42% do rebanho mundial e concentram-se,
principalmente, em areas secas tropicais e subtropicais, com solos pobres e pouco
voltados a agricultura (MORAND-FEHR & BOYAZOGLU, 1999; EMBRAPA, 2000).

Se trata e uma atividade bastante explorada em todos os continentes,
entretanto, somente em alguns paises apresenta significativa exploracdo econdmica,
sendo na maioria dos casos, desenvolvida de forma extensiva, e com baixa utilizacdo de
tecnologia (EMBRAPA, 2000).

De acordo com (Monte 2008), no Brasil, a criacdo de caprinos e ovinos é,
tradicionalmente, uma forma de subsisténcia nas areas economicamente fragilizadas em
razdo da sua adequacao as regibes aridas e semiaridas do pais, fornecendo alimento e
gerando renda para diversas familias locais. Segundo (Ximenes & Cunha 2013), no
Brasil, 90,83% dos caprinos concentram-se na regido Nordeste, que possui cerca de
92,50% da &rea semiérida do Pais.

A regido do Nordeste brasileiro possui 0 maior quantitativo de rebanho
caprino, onde sua criacdo foi considerada por muito tempo uma atividade paralela e
muitas vezes, apenas como forma de subsisténcia, normalmente com baixa
produtividade e realizada por pequenos produtores com pouco capital financeiro e baixo
recuso tecnoldgico. No entanto, na atualidade, a producdo destes pequenos ruminantes
vem se caracterizando como uma atividade de elevada importancia cultural, social e
econdmica para a regido, representando um papel determinante no desenvolvimento do
Nordeste (COSTA et al., 2008).

Diante desta realidade, considera-se que a caprinocultura se configura como
uma das alternativas agropecuarias bastante viaveis para gerar crescimento econdmico
e beneficios reais na regido semiarida nordestina (HOLANDA JUNIOR & MARTINS,
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2007). A maioria dos animais pertencem a rebanhos de pequenos produtores e
oferecem uma importante fonte de renda resultante da venda da sua carne e couro.
Sabe-se que o valor da pele atinge 20% do valor do animal, consequentemente a pele
constitui uma receita importante para o produtor e gera divisas para 0 pais
(NOGUEIRA FILHO, 2003).

O Estado do Maranh&o apresenta grande potencialidade econdmica na area da
criacdo de caprinos e ovinos de corte e de pele, por conta da sua localizacdo geogréfica
compreendida entre o semiarido e a Amazénia (BRITO et al., 2009). Esse Estado
apresenta florestas tropicais, caatinga e cerrado, que sao tipicos do sertdo nordestino, e

esta dividido geograficamente em 5 mesorregides e 20 microrregides (SEADE, 2016).

1.2 Cicatrizacdo de Feridas

A pele ¢é a primeira barreira de protecdo do organismo contra agentes externos
e por isso encontra-se sujeita a diversos tipos de agressdes, tornando sua capacidade de
reparacdo importante para a sobrevivéncia (NOGUEIRA et al., 2005). Através do
rompimento tecidual nos animais vertebrados, logo se inicia as etapas de reparo, que
compreende uma sequéncia de eventos moleculares com o objetivo de restaurar o
tecido lesado (MENDONCA & COUTINHO-NETTO, 2009).

A perda desta integridade da pele pode resultar em um desequilibrio
fisiolégico substancial e, tendo como consequéncia a incapacidade ou mesmo a morte.
A pele é constituida por duas partes, um epitélio superficial (epiderme) e uma camada
fibrosa resistente (derme) que se encontram sobre um estrato de tecido conjuntivo
frouxo (hipoderme). Estas trés camadas possuem um papel fundamental no mecanismo
de protecdo do corpo contra possiveis danos mecanicos, como um ferimento, e contra
invasdo bacteriana (WENDT, 2005; THEORET, 2009).

Uma ferida € representada pela interrupcdo da continuidade de um tecido
corpéreo, em maior ou menor extensdo, causado por qualquer tipo de trauma fisico,
qguimico, mecanico ou desencadeada por uma afeccdo clinica, tendo como
consequéncia o acionamento das defesas organicas (CESARETT], 1998).

As feridas podem ser produzidas por dois tipos de fatores, podendo ser o0s
fatores extrinsecos, como no caso dos procedimentos de incisdes cirargicas e as lesdes
acidentais, ou podem ser ocasionadas por fatores intrinsecos, sendo aquelas produzidas

por infeccdo, e as Ulceras cronicas, causadas devido alteracBes vasculares, defeitos
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metabolicos e neoplasias. Os tratamentos das feridas sdo conhecidos desde a
antiguidade, como € descrito no papiro cirargico de Edwin Smith, que constitui 0 mais
antigo tipo de documento cirdrgico conhecido. Este documento, datado do ano de 1700
a. C., descreve a forma de tratamento que os cirurgides egipcios aplicavam em feridas
onde demonstra que, mesmo com diversos anos de experiéncia com antibidticos, o
principio cirdrgico basico ndo foi alterado: as feridas contaminadas devem ser tratadas
de formas abertas (KNUTSON et al., 1981; WENDT, 2005).

Quando ocorre perda da continuidade dos tecidos moles levando a exposicao
do tecido conjuntivo, a sequéncia especifica dos processos posteriores que se seguem,
tem como Unico objetivo o reparo (SOARES, 2005).

O processo de cicatrizagdo ocorre através de um mecanismo de substituicdo de
um tecido lesado substituido por tecido conjuntivo vascularizado, podendo ter sido
traumatica ou necrética (PANOBIANCO et al., 2012). Sendo assim, 0 processo de
cicatrizagao tem como finalidade restabelecer a homeostasia tecidual (CAVALCANTE
et al., 2012). Por isso, se faz necessario o conhecimento a respeito de tal processo, para
que se possa intervir para auxiliar e acelerar a cicatrizacdo além de promover
homeostasia do organismo e o bem-estar do paciente.

O mecanismo de regeneracdo pode ser definido como a reconstrugdo de um
tecido através das células que sobreviveram a um determinado tipo de leséo tecidual
(SLATTER, 1998), ou seja, promovendo a restauracdo da forma e funcdo do tecido.
Em suma, a reparacdo € a substituicdo do tecido danificado por outro material, ao
exemplo do tecido cicatricial que difere de forma estrutural, portanto, funcionalmente
do tecido original (DYSON, 1997). A possibilidade de acelerar a cicatrizacdo e
consequentemente levar ao fechamento de lesbes cutaneas, através de recursos
qguimico-medicamentosos ou fisicos, tem sido objeto de investigacdo de indmeros
pesquisadores (BEHEREGARAY, 2009).

A cicatrizacdo dos ferimentos é de maneira dinamica (HEDLUND, 2007) e o
tratamento pode levar a necessidade de modificacdes durante as diferentes fases. E
essencial o entendimento dos processos de cicatrizacdo para uma abordagem de forma
ponderada ao tratamento das feridas (LIPTAK, 1997; PAVLETIC, 2010).

Existem dois tipos principais de cicatrizagdo, sendo denominadas de
cicatrizacao por primeira intencdo e cicatrizacdo por segunda intencdo (PAGANELA et

al, 2009). A decisdo referente ao tipo de cicatrizagdo depende das caracteristicas
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peculiares de cada lesdo, da quantidade de tecido lesado ou de tecido danificado, e da
auséncia ou presenca de infeccdo (TAZIMA et al, 2008). A cicatrizacdo por primeira
intencdo ocorre quando a unido ou restauragdo da continuidade do tecido ocorre
diretamente, sem haver producéo de tecido de granulacdo (POLLOCK, 2011). Esse tipo
de cicatrizacdo esta indicada em feridas ndo contaminadas, e quando ha uma perda
minima de tecido, como por exemplo, em incisdes cirurgicas e algumas laceracoes,
com a aproximagéo dos bordos da ferida por meio de suturas, levando a diminuigdo do
tempo de cicatrizacdo, de forma a obter um melhor resultado estético (WILMINK,
2008).

As feridas que ndo podem ser suturadas, consideram-se que esta € denominada
de cicatrizacdo por segunda intencdo (POLLOCK, 2011), podendo incluir as feridas em
que houve grande perda de tecido, cujos bordos estdo distantes e ndo permitem uma
boa aposicao, feridas do tipo infectadas e/ou contaminadas ou feridas ocasionadas por
tracdo (WILMINK, 2008; PAGANELA et al., 2009; STASHAK & THEORET, 2008).
Este tipo de cicatrizacdo (onde todas as fases do processo cicatricial estdo presentes)
estd completamente dependente da fibroplasia, neovascularizacdo e remodelacdo da
matriz celular, de forma a restaurar a perda de tecido pela contracdo e epitelizacdo da
ferida, restabelecendo assim a tensdo normal do tecido e reduzindo o tamanho da
cicatriz (AUER & STICK, 1999).

E ainda, alguns autores consideram um terceiro tipo de cicatrizacdo por
terceira intencdo ou atraso no processo de cicatrizacdo por primeira intencdo, que
ocorre mediante fatores que retardam a cicatrizacdo da lesdo apds intervencdo do
procedimento realizado na cicatrizacdo de primeira intencdo, bem como a deiscéncia da
ferida ou a presenca de infeccdo (LIMA et al, 2006; TAZIMA et al, 2008) ou quando a
sutura da ferida é adiada para permitir o tratamento com a ferida aberta (POLLOCK,
2011).

As etapas do processo de reparacdo tecidual sdo divididas em fases, de limites
ndo muito distintos, mas sobrepostas em relacdo ao tempo, tendo entdo a: hemostasia;
fase inflamatéria; formacdo do tecido de granulagdo, com deposicdo de matriz
extracelular (colageno, elastina e fibras reticulares); e conseguinte a remodelagao
(BRANSKI et al.,, 2005; SHIMIZU, 2005; MENDONCA et al., 2006; ROCHA
JUNIOR et al., 2006).
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Segundo Hunt (1990), o processo cicatricial é dividido em fases, sendo: fase
de coagulacéo; fase de inflamacéo; fase de fibroblasia; fase de epitelizacdo; fase de
contracdo e fase de remodelagem. Devido a sua complexidade e interacdo de seus

sucessivos eventos, essas fases sdo interdependentes e ocorrem de forma simultanea.
1.2.1 Fase de coagulacéo

Esta € uma fase que depende da atividade plaquetaria e consequentemente da
cascata de coagulacdo, apresentando inicio apds o acometimento da ferida. Momentos
apos o dano tecidual, as alteracdes nas células endoteliais, a ruptura de vasos sanguineos
e 0 extravasamento de seus constituintes incitam compostos vasoativos a promoverem
um mecanismo de vasoconstricdo de maneira imediata, com o objetivo de diminuir a
perda sanguinea para o espaco extravascular (KUMAR et al., 2005).

Apds ocorrer a vasoconstric¢do, uma cobertura primaria composta por fibrina
(coagulo) restabelece a hemostase, fornecendo um ambiente para que as plaquetas
secretem fatores de crescimento (FCs), citocinas e elementos da matriz extracelular
(MEC) (DARIO, 2008). O coagulo formado atua na coaptacdo das bordas da ferida,
isso leva a uma perda minima de sangue e fluidos, promovendo a protecdo do
organismo contra a possivel penetracdo de agentes exdgenos e disponibilizando uma
matriz provisoria para o inicio da organizacdo da ferida (BARBUL, 2006). Neste caso,
os mediadores do processo inflamatorio recrutam macrofagos e neutréfilos, que
secretam diversos fatores especificos, que regem as fases seguintes do processo de
reparacao tecidual (IRION, 2005; SANTORO & GAUDINO, 2005).

1.2.2 Fase inflamatéria

Esta fase tem inicio no momento da ocorréncia da lesdo, preparando a ferida
para as fases seguintes de reparacdo, removendo possiveis microrganismos, tecidos
necrosados e as substancias estranhas ao organismo. Todos esses mecanismos
envolvem respostas vasculares e celulares, cuja intensidade encontra-se diretamente
relacionada com a gravidade em que se apresenta a lesdo (STASHAK &THEORET,
2008). A possivel ocorréncia de um trauma tecidual de maneira grave ocasiona o
rompimento de vasos sanguineos no mesmo local, com o possivel extravasamento de
constituintes do sangue. A vasoconstricdo é uma resposta de forma imediata a lesdo,

apresentando uma duracdo de tempo compreendida entre 5 a 10 minutos, com
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finalidade de minimizar a hemorragia gerada pelo trauma (PAVLETIC, 2009). Devido
a lesdo tecidual sdo liberados fosfolipidios por meio das células endoteliais dos quais
sdo transformados em &cido araquid6nico e seus metabdlitos responsaveis por mediar o
tébnus vascular, a permeabilidade dos vasos e a agregacdo plaquetaria (STASHAK
&THEORET, 2008). E ainda, prossegue com a existéncia da liberacdo local da
histamina, serotonina e bradicinina que sdo os mediadores quimicos da inflamagéo que
provocam a vasodilatacdo e consequentemente um aumento do fluxo sanguineo ao
local da lesdo, de forma a facilitar a diapedese de células, fluidos e proteinas através da
parede do vaso para 0 espaco extravascular, aparecendo assim 0s sinais caracteristicos
da inflamag&o como o calor, rubor e edema (SPENCER, 2005, TAZIMA et al, 2008).

Os eritrécitos e a fibrina proveniente da hemorragia no momento da agregacdo
plaquetaria, formam coagulo, estabelecendo a hemdstase e fornece o ambiente
necessario para que as plaguetas secretem fatores de crescimento, citocinas e elementos
da matriz extracelular. A formacdo do codgulo minimiza perda de sangue e fluido,
protegendo o0 organismo de agentes exdgenos causadores de infecgdo e disponibilizando
uma matriz provisoria para a organizacdo da ferida (OLIVEIRA & DIAS, 2012). No
coagulo, as proteinas do sangue encontradas possuem um grande numero de locais de
ligagdo reconhecidos por integrinas, que sdo receptores especiais de superficie
encontrados em células inflamatdrias e mesenquimais (STASHAK &THEORET, 2008).

Os mediadores bioquimicos que aumentam a permeabilidade vascular, levam a
ocorréncia da migracdo sequencial de células, facilitando a resposta inflamatoria que
duram cerca de trés dias (TAZIMA et al, 2008), esta permeabilidade promove
facilitacdo do extravasamento de moléculas séricas, anticorpos, sistema complemento e
proteinas (OLIVEIRA & DIAS, 2012). Existem dois tipos de mediadores bioquimicos,
os de acdo curta representado pela histamina e a serotonina, e 0s de a¢do prolongada,
que s@o a leucotaxina, prostaglandina e bradicinina. Dentre essas, a prostaglandina
representa um dos mais importantes, devido favorecer a exsudagdo vascular, estimula a

mitose celular e a quimiotaxia de leucécitos (TAZIMA et al., 2008).

Os primeiros tipos celulares a chegarem ao sitio de uma lesdo sdo 0s
neutrdfilos, dos quais, além de suas atividades de producdo da protease e espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio ocasionando a morte de microrganismos e degradacéo
de macromoléculas, estdo envolvidos nos processos fagociticos de microrganismos e

remoc&o de restos celulares (BALBINO et al., 2005). Estas células também operam em
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reacOes de formacdo tecidual, por meio da sintese dos fatores de crescimento e
citocinas, das quais sdo responsaveis pela recomposi¢do da celularidade regional e
restabelecimento da homeostasia tecidual (BEER et al., 2000). Devido a meia vida
curta, apds o segundo dia os neutrofilos vdo sendo gradativamente substituidos por
monocitos, que se transformam em macréfagos na ferida (HATANAKA & CURI,
2007).

Nas primeiras 24 horas a 48 horas, ocorre 0 pico de atividade das células
polimorfonucleares (TAZIMA et al, 2008), possuindo uma semivida curta e
permanecem no local da ferida num periodo de tempo que varia entorno de trés a cinco
dias (OLIVEIRA & DIAS, 2012). Diferentemente dos neutréfilos, os macrofagos
desempenham um papel importante nas fases subsequentes da etapa de cicatrizagdo de
feridas (STASHAK &THEORET, 2008). Alem da capacidade fagocitica e da atuacao
como ceélulas apresentadoras de antigenos, sdo fontes de fatores de crescimento e
mediadores bioquimicos, que por este meio, ditam e sustentam o processo de
cicatrizacdo (OLIVEIRA & DIAS, 2012). No caso dos macrofagos, estes possuem a
capacidade de sintetizar e expressar varias citocinas, que além de ser de suma
importancia para sua sobrevivéncia, sdo as responsaveis por iniciar a formacdo e
propagacdo do novo tecido, conhecido como tecido de granulacéo, e pela conseguinte
angiogénese, fibroplasia e epitelizagcdo (STASHAK & THEORET, 2008). O aumento
da quantidade de macréfagos no local em que se apresenta a ferida, em torno do
segundo ou terceiro dia ap6s a lesdo (TAZIMA et al., 2008), deve-se a migracdo de
mondcitos, que se diferenciam em macréfagos, permanecendo num periodo, que
variam de poucos dias a semanas. Desta maneira, a capacidade de resposta € adaptavel,
devido os monocitos pluripotentes transformarem-se em macrofagos, do qual as
propriedades funcionais sdo determinadas pelas condi¢cBes que estes encontram no
devido local da mobilizacdo (STASHAK & THEORET, 2008).

De acordo com Stashak & Theoret (2008), a apresentagdo de uma fase
inflamatdria prolongada, retarda a cicatrizacdo e promove uma proliferacdo crénica de
granulacdo fibroblastica, e ainda, leva a extensa fibrose do tecido lesado, de forma a

retardar aa fase de contragéo da ferida e consequentemente perda da funcéo.
1.2.3 Fase de proliferacéo celular

A fase proliferativa surge diante da regressédo da inflamacéo, por volta do 3° ou

4° dia apds a lesdo, e é caracterizada pelo aparecimento de tecido de granulagdo. Esse
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tecido de granulacdo é formado por trés elementos que se movem dentro da ferida em
simultdneo: macrofagos, sdo responsaveis pelo desbride da ferida, producdo de
citocinas e fatores de crescimento, que promovem estimulos a angiogénese e a
fibroplasia; fibroblastos, que sintetizam novos componentes da matriz extracelular,
agora rica em colageno, fibronectina e &acido hialurdnico, este estroma substitui o
coagulo rico em fibrina, fornecendo uma barreira fisica a infecéo, e mais importante,
proporciona uma superficie através da qual as células mesenquimatosas podem migrar,
€ NoVOS Vvasos sanguineos, que transportam o oxigénio e 0s nutrientes necessarios ao
metabolismo e crescimento das células mesenquimatosas conferem ao tecido de
granulacdo o aspecto granular e vermelho caracteristico (STASHAK & THEORET,
2008). Entdo, a fase proliferativa pode ser dividida em trés eventos fundamentais:

Fibroplasia, Angiogénese e Epitelizacao.

1.2.4 Angiogénese

A angiogénese € o crescimento de novos capilares na area da ferida (DYSON,
1997; HOSGOOD, 2006; PAVLETIC, 2010). A fase inicial desse processo envolve a
liberacdo de colagenase pelas células endoteliais dos capilares intactos ou recentemente
lesados, esta enzima é liberada em resposta aos fatores angiogénicos e degrada o
coldgeno da membrana basal dos capilares. Depois de ocorrer a fragmentacdo da
membrana basal, células endoteliais comecam a migrar para o0 espaco. Apos a
fragmentacdo da membrana basal, células endoteliais seguem migrando para 0 espacgo
perivascular da derme adjacente a ferida, formando brotamentos que crescem
rapidamente em direcdo a superficie livre do tecido de granulacdo, onde eles se
ramificam e se unem formando canais que correspondem ao plexo capilar superficial
(DYSON, 1997). As células epiteliais destes novos capilares contem um ativador do
plasminogénio. Assim & medida que novos capilares vdo crescendo num ferimento
imediatamente atras dos fibroblastos em migracdo, ocorre a fibrindlise e a rede de
fibrina se rompe e é removida. Os estimulos mais provaveis para a angiogénese sdo 0s
fatores mitogénicos e quimiotaticos produzidos pelos macrofagos, como FGF, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), TGF-B, angiogenina, angiotropina, angipectina
1 e trombospondina. A baixa tensdo de oxigénio e aumento de acido latico na ferida
também s&o estimulos para a angiogénese através dos efeitos causados na producédo de

mediadores. Os novos capilares aumentam a tensdo de oxigénio na ferida, o que
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aumenta a fibroplasia e a atividade mitotica das células mesenquimatosas adjacentes se
eleva a medida que o sangue comeca a fluir. Conforme a cicatrizacdo da ferida progride,
0s novos capilares entram em apoptose e a coloracdo da ferida anteriormente
caracterizada pelo vermelho vivo do tecido de granulacdo, torna-se mais palida
(HOSGOOD, 2006; HEDLUND, 2007).

1.2.5 Fibroplasia

Fibroplasia € o componente do tecido de granulacdo que inclui os fibroblastos e
a matriz extracelulares associados. Citocinas (PDGF, TGF- B E FGF) e a matriz
provisoria estimulam a proliferacdo de fibroblastos, que se originam de células
mesenquimatosas indiferenciadas no tecido conjuntivo circundante. Os fibroblastos
migram para o interior da ferida, a medida que a fase inflamatoria diminui, através da
ligacdo de seus receptores de integrina com fibrinas ou outros filamentos proteicos e
através do esqueleto formado pela ligacdo entre as préprias fibrinas. Durante sua
migracdo, os fibroblastos sdo seguidos pelos brotamentos dos novos capilares. As
juncbes de integrina irdo soltar-se e fazer-se ao longo do trajeto do fibroblasto, que
também libera enzimas proteoliticas para facilitar sua migracédo através dos filamentos
de fibrina. Ap6s a migragdo para o interior da ferida, os fibroblastos secretam grande
quantidade de fibronectina, formando uma matriz extracelular frouxa (HEDLUND,
2007; PAVLETIC, 2010).

De acordo com Hedlund (2007), além da producéo de fibronectina estimulada
pelo TGF- B, estas células também seriam responsaveis por sintetizar e depositar

colageno, elastina e proteoglicanas, resultando no amadurecimento do tecido fibroso.

Os fibroblastos da ferida apresentam uma aparéncia miofibroblastica
caracteristica, possuindo filamentos contrateis abundantes, juncdes intracelulares firmes
e um envelope nuclear distorcido. Estes também possuem diversa quantidade de actina,
uma proteina do musculo liso, além das proteinas dos filamentos intermediarios,
desmina e vimentina (HOSGOOQOD, 2006).

A matriz extracelular provisoria é gradualmente substituida por uma matriz extracelular
composta por colageno. O colageno tipo Ill, que é relativamente abundante em vasos e
associado aos capilares do tecido de granulagédo, é substituido pelo colageno tipo I,
produzido pelos fibroblastos (HOSGOOD, 2006).
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A molécula de colageno e formada por glicina, prolina e outros aminoacidos.
Os aminoacidos prolina e lisina devem ser hidroxilados ao serem incorporados ao
colageno pelos fibroblastos. Este processo de hidroxilacdo enzimatica é fundamental na
formacdo do colageno e requer a presenca de oxigénio, ferro, alfa cetoglutarato e um
agente redutor como o ascorbato (vitamina C) ou riboflavina ativada pela luz. A
vitamina C é essencial para uma adequada produgéo de colageno, devendo-se considerar
a suplementagdo de pacientes com mau estado nutricional, embora se saiba que em
outros animais a exemplo os cées e gatos geralmente apresentam niveis adequados desta
vitamina. Se o processo de hidroxilagdo ndo for completo, a molécula de coldgeno nédo
pode ser excretada pelo fibroblasto (PAVLETIC, 2010).

O colégeno é diretamente responsavel pela forca de tensdo na ferida em
cicatrizacdo e quanto maior for a concentracdo de colageno tipo | mais madura é a
ferida. Um aumento na deposicdo de colageno esta relacionado com um aumento no
namero de fibroblastos e um aumento da deposicdo de colageno por cada célula. A
enzima colagenase, produzida por células inflamatorias, endoteliais, fibroblastos e
queratindcitos na ferida, é importante no controle da deposicao de colageno. O término
desta fase € caracterizado pelo declinio no nimero de capilares e fibroblastos e pela
grande deposicédo de coldgeno (PAVLETIC, 2010).

1.2.6 Epitelizagéo

A cicatrizacao é incompleta sem que ocorra a restauracdo da superficie epitelial
(PAVLETIC, 2010). De modo geral, o epitélio € uma barreira de grande importancia
contra possiveis infeccGes externas e perdas hidricas internas (HEDLUND, 2007).
Algumas alteracdes que iniciam a epitelizacdo ocorrem na epiderme adjacente a ferida
em poucas horas apos a lesdo (DYSON, 1997). A atividade que predomina inicialmente
¢ a mobilizacdo e migracdo das células epiteliais na margem da ferida, seguida pela
proliferacdo das células epiteliais subsequentes (HOSGOOD, 2006). Apds a lesdo, as
células epidérmicas da margem da ferida sofrem alteracBes fenotipicas, como a retracao
dos monofilamentos intracelulares, a dissolu¢cdo da maioria dos desmossomos que
proporcionam conexfes fisicas entre as células, e a formacdo de filamentos
citoplasmaticos de actina, localizados na periferia da célula e que permitem a ela o
movimento. O movimento lateral das células epidérmicas é facilitado pela falta de
aderéncia entre estas e as céelulas dérmicas devido & dissolugdo dos hemidesmossomos

entre a epiderme e a membrana basal, esta dissolugdo € induzida pela colagenase
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produzida pelas células epidermicas. Os receptores de integrina presentes nas células
epidérmicas permitem a interacdo destas com uma variedade de proteinas da matriz
extracelular, incluindo a fibronectina e a vitronectina, as quais se encontram espalhadas
no colageno tipo I na margem da ferida em a matriz extracelular provisoria que a
preenche (HOSGOOD, 2006). A migracdo epitelial é guiada pelas fibras de colageno
(HEDLUND, 2007; PAVLETIC, 2010). O teor de agua no leito da ferida aparentemente
facilita a migracdo epitelial, pois ferida com tecidos adequadamente Umidos curam mais
rapidamente do que feridas ressecadas (HANKS & SPODNICK, 2005).

As glicoproteinas hidrossoliveis encontradas na epiderme, que normalmente
atuam na inibicdo da mitose epitelial nos tecidos normais, se encontram diminuida em
ferimentos, permitindo a multiplicagdo das células epiteliais presentes ao redor da ferida
e sua migracdo para o tecido de granulacdo adjacente. Enquanto as células epiteliais se
deslocam, ha a liberacdo de colagenase para facilitar sua migracdo abaixo da crosta, que
sera posteriormente separada da superficie da ferida devido a acdo desta enzima. O
contato entre as células epiteliais em todos os lados resulta na inibicdo de uma migragao
celular adicional, inibicdo por contato (HARARI, 1999; HOSGOOD, 2006;
HEDLUND, 2007; PAVLETIC, 2010).

Os estimulos para a proliferacdo e migracdo das células epidérmicas incluem o
EGF, o0 TGF- a e o fator de crescimento dos queratindcitos (keratinocyte growth factor
— KGF) produzido pelas células epiteliais, fibroblastos e macrofagos. Apos a
epitelizacdo, as células epidérmicas retornam ao seu fenotipo original e tornam-se
firmemente aderidas a membrana basal e a derme subjacente (HOSGOOD, 2006).

O epitélio cicatricial formado é comumente caracterizado pela sua fragilidade e
pouca espessura. A camada epitelial inicial € composta por apenas uma camada de
células, mas vai se espessando gradualmente conforme novas camadas de células véo se
formando. O resultado disso tudo é a restauracdo da arquitetura epitelial escamosa
estratificada normal. Em ferimentos suturados, com uma separacdo minima na derme, as
células epiteliais podem unir as bordas mais proximas de 48 horas (HEDLUND, 2007;
PAVLETIC, 2010). Em ferimentos superficiais, a migracdo das células epidérmicas
ocorre imediatamente ap0s a lesdo a partir das margens da ferida e apéndices anexos,
como foliculos pilosos e glandulas sudoriparas. Em ferimentos mais profundos, a ferida
somente podera ser coberta pelas células epiteliais a partir das suas margens apos a
formagdo adequada do tecido de granulagdo e as estruturas anexas ndo serao

regeneradas. A pigmentacdo ocorre devido & mitose e migracdo dos melandcitos
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presentes na pele adjacentes a ferida no interior da epiderme em regeneracao
(HOSGOOD, 2006).

1.2.7 Fase de contracgdo da ferida

A contracdo da ferida é compreendida pelo processo no qual a pele periférica a
lesdo avanca de maneira centripeta em dire¢do ao centro da lesdo (PAVLETIC, 2010).
Para que inicie a contracdo da lesdo é necessaria uma quantidade significante de
fibroblasto e a complexa interacdo de células, da matriz extracelular e mediadores,
como TGF-B1, TGF-p2 e PDGF (HOSGOOD, 2006). A partir disso, os fibroblastos
presentes na ferida desenvolvem propriedades da musculatura lisa, como proteinas
contrateis (microfilamentos de F-actina) ao longo da face citoplasmatica da membrana
basal, sendo estes fibloblastos denominados de miofibroblastos (PAVLETIC, 2010).

As integrinas presentes nos miofibroblastos promovem a ligacdo destas células
a rede de fibronectina e as fibrilas de colageno na matriz extracelular. Os feixes de
coldgeno comegam a interligar-se dentro do tecido de granulagdo e da camada dérmica
das margens da pele. Estas ligacdes levam os miofibroblastos a efetuarem uma
aplicacdo de forca de tracdo na matriz pericelular. A manifestacdo desta forca €
apresentada assim que os miofibroblastos alinham-se com as linhas de contragdo
evidenciadas na ferida. As margens da ferida interligadas ao colageno, durante a
contracdo da ferida, sdo literalmente arrastadas em direcdo ao centro do leito de
granulacdo (PAVLETIC, 2010), o tecido adjacente estica-se e a ferida assume uma
conformidade estrelada (HOSGOOD, 2006). A ferida continua contraindo-se até que
haja 0 encontro das bordas e ocorra um feedback negativo devido ao contato entre as
células das extremidades opostas resultando no encerramento do processo. A contracdo
comeca a cessar quando a tensdo do tecido ao redor da ferida iguala ou excede a forca
de contragdo gerada (HARARI, 1999; HOSGOOD, 2006) ou se houver algum tipo de
falha no desenvolvimento ou funcdo dos miofibroblastos (HEDLUND, 2007). Se a
contracdo cessar e a ferida permanecer com tecido de granulacdo exposto, a
reepitelizacdo continuard ocorrendo e cobrindo o restante da ferida.

A contragdo da ferida pode ser afetada pela administragdo de farmacos
sintéticos com acdo anti-inflamatoria e/ou uma aplicacéo local de relaxantes musculares
com acdo na musculatura lisa (HOSGOOD, 2006; HEDLUND, 2007), interferindo no
estiramento da pele que normalmente acontece de forma centripeta. A derme e a

epiderme se estreitam em resposta a tensao e, este processo estimula o crescimento por
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intussuscepcdo da pele, que corresponde a proliferacdo epitelial e a deposicdo de
colageno apresentada dentro da pele estirada visando amortecer e reparar areas cutaneas
que se encontram sob tensdo significativa (PAVLETIC, 2010). Conforme a cicatrizagéo
progride, o numero de miofibroblastos diminui, correspondendo a reducdo na contracao
de ferida (HOSGOOD, 2006).

A contracdo da ferida deve ser diferenciada do processo patolégico conhecido
como contratura. Na contratura, a contracdo da ferida é excessiva, resultando na
limitacdo do movimento dos tecidos subjacentes. Este evento pode ser um problema
particular nos membros, onde pode haver limitagdes na mobilidade de articulagfes além
da atuacdo como um torniquete natural, causando prejuizo na drenagem venosa da
regido distal do membro e edema (HANKS & SPODNICK, 2005).

1.2.8 Fase de maturacdo e remodelamento

O remodelamento é uma fase que dura periodos que vdo de meses a anos,
caracterizando-se pela reorganizacdo da malha colagena e a cicatriz adquire maior forca
ténsil, aspecto empalidecido devido a ocorréncia da apoptose das células dos vasos. O
mecanismo de remodelamento envolve etapas sucessivas de producdo, digestdo e
orientacdo das fibrilas colagenas (HOSGOOD, 2006). A forma de deposicdo colagena
ocorre de modo aleatdrio, tendo como orientacdo a organizacao da fibronectina, do qual
é dependente da natureza e dire¢do das tensfes aplicadas ao tecido. Essas fibras sdo
subsequentemente digeridas pela enzima colagenase e novamente sintetizadas e
arranjadas de acordo com a organizagédo das fibras do tecido conjuntivo adjacentes, e
resultam numa configuragdo mais regular da cicatriz. Ao fim desta etapa, 0s anexos
cutaneos, como foliculos pilosos e glandulas também podem sofrer regeneragédo
(HATANAKA & CURI, 2007). Dependendo da extensdo da lesdo, o processo final
poderd evoluir para completa regeneracdo ou apenas para reparacdao tecidual
(BALBINO et al., 2005). Quando as lesdes acometem apenas a epiderme, ocorre
regeneracdo tecidual, com retorno da integridade morfofuncional do tecido. No entanto,
quando o dano tissular € mais acentuado e se estende a porc¢des da derme, acometendo
glandulas, foliculos pilosos, dentre outras estruturas, o processo resulta em reparacéo
tecidual. Nesse caso, embora a homeostasia seja restabelecida, a atividade funcional do
tecido apresenta-se comprometida e, como a regido lesionada geralmente € substituida
integral ou pelo menos parcialmente por tecido fibrético, observa-se formacgdo de
cicatriz (MANDELBAUM et al., 2003; BALBINO et al., 2005; RUNGER et al., 2007).
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1.3 Fatores que interferem no processo de cicatrizacao das feridas cutaneas

O tempo de cicatrizacdo e as etapas de cada fase do processo, ocorrem de
maneira harmoniosa, quando o organismo se encontra em condic¢Ges favordveis para
responder ao insulto. Em condi¢des adequadas uma cicatriz possui aproximadamente
80% da forca de tensdo da pele normal, com funcionalidade restabelecida
(MANDELBAUM et al., 2003). Entretanto, frequentemente a evolucdo do processo
cicatricial torna-se prejudicada ou mesmo impedida advinda de fatores intrinsecos ou
extrinsecos, sendo estes didaticamente classificadas em fatores sistémicos e locais
(HOSGOOD, 2006).

Embora nédo se possa acelerar o processo de cicatrizacao, diversos fatores, tanto
locais quanto sistémicos, afetam adversamente o mecanismo de cicatrizagédo das feridas
(NETO, 2003). Podendo assim, levar a situacbes onde a cura ocorre de forma
desorganizada (HALLORAN & SLAVIN, 2002).

Os fatores locais encontram-se principalmente relacionados ao movimento e a
presenca de residuos dentro da ferida, tendo como exemplo: corpos estranhos, tecido
necrosado, contaminagdo bacteriana e hipdxia tecidual. Estes fatores atuam como
barreira fisica para o desenvolvimento de forma desordenada do tecido de granulacdo e
deposicdo de colageno, ou podem exagerar a inflamacgéo, e consequentemente afetar a
resposta inflamatéria (HALLORAN & SLAVIN, 2002).

Os fatores sistémicos sdo considerados as condicGes intrinsecas do animal,
devendo ser observadas, uma vez que, em geral ndo podem ser completamente
eliminados (MORAES et al., 2000). Os principais quesitos considerados nesse tipo de
classificacdo sdo a idade, particularidades inerentes a espécie, estado nutricional, estado
imunolégico e uso concomitante de medicamentos, principalmente drogas
imunossupressoras (STASHAK, 1999; MANDELBAUM et al., 2003; BOHLING et al.,
2004).

As feridas em area com mobilidade alta, sdo propensas a inflamacao crénica
devido a perturbacéo repetitiva dos novos capilares, depdsitos de colageno e fragilidade
do novo epitélio. Inversamente, a completa imobilizacdo da area ferida pode levar a um
arranjo desorganizado do novo colageno dentro da ferida, diminuindo a forca de tenséo
resultante (KNOTTENBELT, 2003).

A presenca de corpos estranhos no interior da ferida é uma consideravel fonte

de infecgéo e irritacdo (KNOTTENBELT, 2003), mantendo a inflamag&o e resistindo as
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tentativas de controlar a infeccdo (NETO, 2003). Antes de iniciar o tratamento, a
presenca de corpos estranhos deve ser descartada em uma ferida. Se a presenca de um
corpo estranho é confirmada no interior da ferida, debridamento e lavagem s&o
necessarios para garantir limpeza e umidade no leito da mesma (HENDRICKSON &
VIRGIN, 2005).

Dentre os fatores locais, a infeccdo é a causa mais importante do retardo da
cicatrizacdo. Deve-se considerar que toda ferida estd colonizada, pois as bactérias
existentes na pele podem colonizar a lesdo, mas isso ndo significa que esteja infectada
(SARANDY, 2007).

O risco de infec¢do aumenta quando possui um fluxo de sangue deficiente para
area lesada, retardando a taxa de cura (HENDRICKSON & VIRGIN, 2005). Desta
forma, reduz a perfusdo tecidual, aumentando a hipoxia, interferindo no metabolismo e
no crescimento celular, prejudicando a cicatrizacdo (SARANDY, 2007). Nos fatores
sistémicos que dificultam a cicatrizacdo, incluem estado nutricional, hipovolemia,
hipotensdo, hipdxia, hipotermia, infeccdo, trauma e uso de medicamentos anti-
inflamatdrios (NETO, 2003).

1.4 Uso da alantoina no processo de cicatrizacao de feridas
Em 1799, a alantoina (figura 6) foi isolada pela primeira vez a partir do
liqguido amniotico de ruminantes (BRUNEL, CAPELLE, 1947). uma substancia que
pertence a classe dos ureidos e que comumente e encontrada em boraginaceas. Trata-se
de um po branco, cristalino, também chamado de 5-ureidohidantoina, glioxildiureido ou
cordianina.

Seu uso foi noticiado na epoca da Primeira Guerra Mundial, quando se notou
que as feridas infestadas por larvas pareciam curar-se melhor do que as ndo infestadas,
devido a alantoina produzida por estas larvas (BERINGER, 1995). A partir de entao, a
alantoina passou a ser largamente empregada pelos cirurgibes para acelerar a
proliferacao celular em ferimentos com recuperacao lenta, especialmente a osteomielite
(SAITO, 1984).

Desde a decada de 50, a alantoina e reconhecida e aceita pelas areas medicas e
correlatas, por seu efeito anti-irritante, queratolitico e cicatrizante (LUBOWE et al.,
1959). Segundo MECCA (1971), a alantoina e seus derivados possuem efeito
suavizante, quando aplicados sobre a pele. Isso se deve ao fato de esta substancia ligar-

se a matriz da camada cornea da pele, aumentando a capacidade de ligagdo da queratina
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com a agua, facilitando a hidratacao e amaciamento da pele. Por isso, este composto e
util no tratamento de calos e hiperqueratinizacao da pele.

A porcao ureia da alantoina e a responsavel pelo efeito queratolitico e
suavizante da pele, enquanto que a parte hidantoina (relacionada ao acido barbiturico) e
responsavel pelo efeito anestesico e anti-irritante. Age também destoxificando e
neutralizando os agentes irritantes, alem de estimular os processos de cura que
envolvem os tecidos feridos (LUBOWE et al., 1959), e estimular o crescimento de
tecido saudavel auxiliando na retirada dos restos de tecido necrosado (SHEKER et al.,
1972).

O conhecimento da fisiopatologia da cicatrizacdo e os fatores que podem
acelera-la ou retarda-la, exigem uma melhor avaliacdo, para que ocorra a escolha do
tratamento mais adequado. Atualmente, diversas pesquisas tém avaliado a sua
importancia na reabilitacdo funcional e no quesito estético do animal (VITORINO
FILHO, 2011; BARRETO, 2011). Diferentes alternativas existentes, permitem acelerar
0 processo de cicatrizacdo de uma ferida. Independente da escolha utilizada, 0 método
selecionado deve propiciar um ambiente que seja favoravel, permitindo progressdo
espontanea para ndo retardar o processo de reparacdo (PAGANELA et al., 2009).

Devido a todas essas propriedades, a alantoina é empregada no tratamento de
inimeras afecgdes da pele, dermatites diversas e problemas de hiperqueratinizacao da
pele.

1.5 Justificativa

Com a modernizagdo e avango na medicina veterinaria, novos meios para se
contornar as fases relacionadas a cicatrizagdo foram desenvolvidos. A forma encontrada
para se evitar uma cicatrizacdo longa e dolorosa ¢ através da utilizacdo de farmacos ou
fitoterapicos. Sabe-se que na rotina clinica de ruminantes e dentro das fazendas € feita a
utilizacdo de farmacos contendo alantoina em sua composicao para acelerar 0 processo
cicatricial.De acordo com (Aradujo et al. 2010), ao realizarem estudo do perfil cicatricial
da alantoina em ratos, seus resultados demonstraram que o mecanismo de cicatrizacdo
deste farmaco, ocorre via controle da resposta inflamatoria e estimulos a proliferacéo
fibroblastica e sintese de matriz extracelular, demonstrando ser capaz de melhorar e

acelerar o processo de reconstituicéo da pele.

Considerando o importante papel das feridas cutaneas como porta de entrada

para doengas nos animais, a escassez de dados quanto a eficicia da alantoina na
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cicatrizacao de ferimentos em caprinos e sua indicagdo terapéutica apenas para equinos,

caes e gatos € que se prop0Ge esse estudo.

2.0 OBJETIVOS
2.1 Geral:
e Avaliar o efeito cicatrizante da alantoina em feridas cutineas induzidas

experimentalmente em caprinos.

2.2 Especificos:

e Avaliar o tempo de cicatrizacdo em feridas tratadas com alantoina, feridas
tratadas com solugéo salina a 0,9% e pomada cicatrizante constituida de Cloreto
de laurildimetilbenzil aménio a 35%;

e Descrever as caracteristicas macroscopicas das feridas induzidas durante o
processo de cicatrizacao;

e Auvaliar nas fases de cicatrizacdo aspectos microscépicos como: numero de
neutrofilos e de macrdfagos, congestdo vascular, edema, proliferacdo de
fibroblastos; formacdo de fibras de colageno, reepitelizacdo e neoformacéo
capilar;

e Quantificar o colageno tecidual durante o processo de cicatrizacdo em diferentes

tempos.
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CAPITULO 2

ARTIGO 1

Avaligdo macroscopica de feridas induzidas experimentalmente em caprinos

Macroscopic evaluation of experimenally induced wounds in goats

Leandro Henrique Veiga de SOUSA?; Helder de Moraes PEREIRA®

RESUMO

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar o efeito cicatrizante da
alantoina em feridas cutaneas induzidas experimentalmente em caprinos, e apresenta
como objetivo especifico avaliar o tempo de cicatrizacdo em feridas tratadas com
alantoina, feridas tratadas com solucéao salina a 0,9% e pomada cicatrizante constituida
de Cloreto de laurildimetilbenzil aménio a 35%, bem como, descrever as caracteristicas
macroscopicas das feridas induzidas durante o processo de cicatrizagdo. Foram
utilizados 15 animais da espécie caprina, fémeas, SRD, com idade variando de 12 a 48
meses. Para a realizacdo das feridas, os animais foram pesados, em seguida foi realizada
tricotomia da fossa paralombar direita. O protocolo anestésico empregado foi anestesia
local infiltrativa em L invertido com cloridrato de lidocaina a 2% com vasoconstrictor.
Apenas dois dos cinco animais apresentaram formacéo de crostas no 2° dia de avaliacédo
no GP, enquanto o GA apresentou trés animais e 0 GC quatro. Do 6° ao 14° dia os
animais do GA apresentaram um padrdo homogéneo, com pouca variacao individual na
evolucgéo da formacéo de crosta, a0 mesmo tempo em que, 0 GC e GP apresentaram um
bom padrdo na producdo de crostas, porém, com muita variacdo individual.
Macroscopicamente a alantoina em relagdo aos demais grupos experimentais apresentou
efeito cicatricial satisfatorio, podendo ser indicada como alternativa no tratamento de
feridas cutaneas em caprinos. A alantoina se destacou por apresentar boa adesdo a lesao
cutanea do animal devido a sua forma farmacéutica, propriedade repelente, inducédo da
formacé&o de crostas e capacidade de reepitelizacdo do tecido.

Palavras chave: Caprino. Cicatrizacdo. Avaliacdo macroscépica. Alantoina.

ABSTRACT

The aim of the present study is to evaluate the healing effect of allantoin in
experimentally induced goats skin wounds, and its specific objective is to evaluate the
healing time in allantoin treated wounds, 0.9% saline treated wounds and healing
ointment. consisting of 35% lauryl dimethylbenzyl ammonium chloride, as well as
describe the macroscopic characteristics of the wounds induced during the healing
process. Fifteen female SRD goats were used, ranging in age from 12 to 48 months. For
the accomplishment of the wounds, the animals were weighed, then was performed
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trichotomy of the right paralumbar fossa. The anesthetic protocol employed was local
L-infiltrated reverse anesthesia with 2% lidocaine hydrochloride with vasoconstrictor.
Only two of the five animals presented crust formation on the 2nd day of evaluation in
the GP, while the GA presented three animals and the CG four. From day 6 to day 14
GA animals showed a homogeneous pattern, with little individual variation in the
evolution of crust formation, while the CG and GP showed a good pattern in the
production of crusts, but with a lot of individual variation. . Macroscopically, allantoin
in relation to the other experimental groups presented satisfactory healing effect and
may be indicated as an alternative in the treatment of skin wounds in goats. Allantoin
stood out for its good adhesion to the animal's skin lesion due to its pharmaceutical
form, repellent property, induction of crust formation and tissue reepithelialization
capacity.

Keywords: Caprine. Healing. Macroscopic evaluation. Allantoin
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INTRODUCAO

Os animais podem estar expostos a traumatismo e assim lesionarem 0 maior
Orgdo existente, a pele, desencadeando solucdes de continuidade com perdas extensas
de tecido, resultando em cicatrizagcdo, na tentativa de restabelecer sua integridade
funcional (PAIXAO et al., 2008).

As feridas lacerantes, Ulceras e corregbes cirdrgicas de defeitos cutaneos
exigem tratamento especializado para se obter o retorno funcional e anatbmico esperado
da regido. A extensdo da perda cutanea dificulta a aproximacéo das bordas, ocorrendo o
que conhecemos como cicatrizagdo por segunda inten¢do, que € um processo mais lento,
produzindo muitas vezes cicatrizes extensas e elevacdo do custo do tratamento
(TENORIO et al., 1999).

A cicatrizacdo é um fenémeno pela qual o organismo tende a reparar uma
porcdo lesada. Envolve a integracdo de um conjunto de respostas quimicas, fisicas e
biolégicas que caracterizam-se por agregacdo plaquetéria, coagulacdo sanguinea,
formacdo de fibrina, reacdo inflamatéria ao trauma, proliferacdo vascular e
recomposicdo da cobertura superficial, garantindo assim, homeostasia do organismo
(SINGER & CLARK, 1999).

Existe uma maneira considerada eficaz de estudo do processo de cicatrizagéo,
que é através da observacdo dos eventos ocorrentes apos uma ferida produzida na pele,
pois nesse momento ocorrerda uma interrupcdo de tecido em maior ou menor extenséo,

podendo afetar a pele, mucosa ou 6rgdos (FONTANA, 1996).

O processo de cicatrizacdo pode ser classificado em trés fases: inflamatoria,
proliferativa ou fibroplasia, e modelacdo ou remodelacdo (PHILIPS, 2002; ANDRADE,
2003; PEREIRA, 1998). No entanto, outros autores classificam esse processo de uma
forma mais completa, dividindo em cinco fases principais: Coagulacdo, inflamacéo,
proliferacdo, contracdo da ferida e remodelacdo (MANDELBAUM et al., 2003).

A fase inflamatdria se inicia por uma constricdo capilar imediata a ferida,
objetivando uma coagulacdo intravascular, sendo sucedida por uma dilatacdo capilar
com o aumento de permeabilidade vascular produzida por mediadores inflamatorios,
que permitem a passagem do plasma, eritrécitos e leucocitos do sangue para o local da
ferida. As plaguetas se aderem e agregam formando um coagulo que restaura a

homeostasia. Coagulo, fibrina e exsudato preenchem a ferida formando uma matriz
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sobre a qual fibroblastos e células endoteliais neoformadas constituirdo o tecido de
granulacdo (CORSI et al., 1994).

A segunda fase do processo de cicatrizacdo é a fibroplasia ou reparacédo, que é
caracterizada pelo aparecimento de uma populacdo celular especifica, os fibroblastos
(GRINNEL et al., 1981). Com a presenca local de macrofagos derivados de monacitos,
produzindo e liberando mediadores quimicos, a migracao e a ativacao de fibroblastos é
intensificada.

As fases finais do processo cicatricial sdo constituidas pela contracdo e
aumento da resisténcia da cicatriz. A contracao € a reducédo de parte ou de toda a area da
ferida aberta, ocorrendo de forma centripeta, a partir das bordas da lesdo (VAN
WINKLE JUNIOR, 1967), sendo provocada pelos filamentos de actina dos
miofibroblastos, pois quando ha producdo de colageno e arranjo das suas moléculas, 0s
miofibroblastos diminuem em ndmero, quando se observa a relacdo do mecanismo de
contracdo com a maturacdo do colageno (ANDERSON, 1996).

Para uma boa avaliacdo da cicatrizacdo de feridas, os testes morfométricos sdo
empregados para a mensuracdo do diametro da area lesionada, a fim de estabelecer um
parametro comparativo entre a medida inicial e as demais obtidas durante a evolucdo do
processo. Dessa forma, torna-se possivel a determinacéo da taxa de contracdo da lesdo
(CARDINAL et al., 2009). A morfometria pode ser realizada pela medigéo direta da
area da ferida durante exame fisico ou necroscépico, ou ainda, por meio de exame
ultrassonografico, tomografia computadorizada, ressondncia magnética e, mais
atualmente, por meio da utilizagdo de softwares de mensuracdo na projecéo digital de
imagens (RABELDO et al., 2005; GUL et al., 2007; MENEZES et al., 2008).

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica e Experimental Animal da
Universidade Estadual do Maranhdo (CEEA/UEMA), apresentando o protocolo de N°
18/2018 para uso de animais em pesquisa cientifica.

Foram utilizados 15 animais da espécie caprina, fémeas, SRD, com idade
variando de 12 a 48 meses, provenientes do rancho Bringel localizado no bairro
Maracana, na llha de Séo Luis, Estado do Maranhé&o.

Os animais selecionados foram submetidos a um confinamento com o periodo

de 60 dias, onde foi realizado o exame clinico, protocolo de vermifugagéo e diagnostico
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de gestacdo. O Volumoso disponibilizado para os animais era composto de Capim
elefante (Pennisetum purpureum schum) fornecidos picados em forrageiras, € capim
estrela africana (Cynodon Plectostachyus), que era fornecido em cestos. Ao final do dia
era disponibilizado em seus cochos uma mistura concentrada composta de 20% de
farelo de soja, 15% de ureia, 19% de milho moido, 30% de sal comum e 15% de sal
mineral.

Foram utilizados trés tratamentos nas feridas com o intuito de compara-las,
onde o primeiro grupo foi tratado com um farmaco que contém em sua composi¢do
alantoina 3,0g associada a 6xido de zinco 3,0g em veiculo g.s.p. 100g, o segundo grupo
foi tratado com um farmaco comporto de Cloreto de Lauril dimetil benzil aménio a 35%
e o terceiro grupo foi tratado com uma solucdo salina a 0,9%.

Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais de cinco animais,
assim denominados:

e Grupo Alantoina (GA) — animais tratados com 1g de alantoina 3,09

associado a 6xido de zinco 3,0g em veiculo g.s.p. 100g.

e Grupo Pomada cicatrizante (GP) — animais tratados com 1g de pomada
alopética a base de Cloreto de Lauril dimetil benzil aménio a 35%.

e Grupo Controle (GC) — animais tratados com 1,5 mL de solugéo salina
a0,9%.

Para a realizacdo das feridas, os animais foram pesados, em seguida foi
realizada tricotomia da fossa paralombar direita. O protocolo anestésico empregado foi
anestesia local infiltrativa em L invertido com cloridrato de lidocaina a 2% com
vasoconstrictor na dose de 7mg/kg de peso vivo. Posteriormente foi realizada assepsia
local com alcool iodado. Foi realizada a demarcacdo individual na fossa paralombar
direita em cada animal e posteriormente foram efetuadas as incisdes circulares com
diametro de 2,5cm utilizando um bisturi. Durante o procedimento cirtrgico foi seguido
rigorosamente a hemostasia da ferida com gaze estéril. Por fim, iniciou-se o tratamento
topico dos animais nos trés grupos experimentais por 14 dias a cada 24 horas. As
avaliacdes macroscopicas foram realizadas no 2° dia, 6° dia e 10° dia e 14° dia.

As feridas da fossa paralombar direita foram avaliadas macroscopicamente e
mensuradas nos dias determinados até a reepitelizacdo, perfazendo um total de 225
observagdes. Foram avaliados os seguintes aspectos: hemorragia (presente ou ausente),

crosta (parcial ou total, exuberante ou ndo exuberante, seca ou com secrecao); tecido de
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granulacdo (presente ou ausente), tumefacdo, cor e crescimento de pelos na éarea
adjacente & ferida e epitelizacéo.

As areas das feridas foram mensuradas diariamente e calculadas utilizando-se a
formula ,A = m.R.r onde m = 3,14, R= raio maior da lesdo; r=raio menor para
quantificacdo da contracdo da area da ferida.

A analise dos dados foi realizada utilizando-se o programa Minitab 19, os
gréaficos foram gerados pelo programa Excel (Microsoft Office 2016) e o delineamento
experimental foi em blocos casualisados. Foi realizado ainda teste de comparacdo de
médias para as areas mensuradas nos grupos experimentais e teste de T pareado com

intervalo de confianca de 95% (p< 0,05).

RESULTADO

Na avaliacdo macroscopica observou-se que no 2° dia as caracteristicas entre
0s trés grupos obtiveram alguns resultados semelhantes. Os animais do grupo da
alantoina (GA) apresentaram feridas com bordas regulares, auséncia de exsudato e de
pontos hemorragicos, auséncia de reepitelizacdo e presenca de crosta parcial como
mostra a figura 1 (A e B). As observacdes realizadas nas feridas dos animais no grupo
da pomada evidenciaram bordas irregulares, com presenca de pontos hemorréagicos,
auséncia de reepitelizacdo e crosta parcial conforme a figura 1 (C e D). Nas feridas
cutaneas dos animais tratados no grupo controle observou-se a presenca de crostas
parciais, pontos hemorragicos, auséncia de exsudato e com bordas regulares figura 1 (E
e F). Os animais de todos os grupos ndo apresentaram edema, tumefacdo ou alteragédo
na cor da pele nas proximidades da ferida.

No 2° dia, 0 GA ndo apresentou corpos estranhos aderidos a superficie da
ferida, havendo presenca de pelos somente nos GP e GC. Em um animal foi notado a
presenca de pequenos fragmentos de residuos proveniente do ambiente. N&o houve
presenca de infeccdo ou traumas até o segundo dia do pds-operat6rio que pudessem

prejudicar o processo de cicatriza¢do, como pode ser observado na figura 1.
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Figura 1 — Contragéo das feridas no 2° dia pés-operatério, dos grupos GA (A e B), GC (Ce D) e GP (E
eF).

No 6° dia da avaliagdo do GA, as feridas permaneceram com as bordas

regulares, auséncia de pontos hemorragicos e exsudatos figura 2 (A e B). Os animais do
GP apresentaram feridas com bordas irregulares, presenca de pontos hemorragicos e
crostas parciais figura 2 (C e D). No GC as feridas apresentaram-se com bordas
regulares e com presenca de crostas, auséncia de exsudato e hemorragia figura 2 (E e
F). Observou-se também o crescimento de pelos ao redor das feridas.
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Figura 2 — Contragdo das feridas no 6° dia pés-operatorio, dos grupos GA (A e B), GC (Ce D) e GP (E

Ao 10° dia do pos-operatorio, observou-se a diminui¢do das feridas no GA,
com permanéncia da regularidade das bordas, aspecto avermelhado na superficie da
lesdo, auséncia de corpos estranhos aderidos, exsudato e pontos hemorragicos figura 3
(A e B). Os GP e GC apresentaram lesdes com aspecto avermelhado, presencga de
corpos estranhos e pontos hemorrégicos, auséncia de exsudato, com dois animais de
cada grupo apresentando bordas regulares e trés animais apresentando bordas

irregulares.
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Figura 3 — Contragdo das feridas no 10° dia pés-operatério, dos grupos GA (A e B), GC (C e D) e GP

(EeF).

No 14° dia notou

se que todos os animais do GA apresentaram reepitelizag
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animais dos grupos GC e GP apresentaram reepiteizacdo parcial
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agicos,
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ferida conforme demonstrado na figura 4.



Figura 4 — Contragdo das feridas no 14° dia pos-operatério, dos grupos GA (A e B), GC (C e D) e GP
(EeF).

Ao final das avaliag¢fes os animais do grupo controle diferente dos animais dos

grupos alantoina e pomada, apresentaram sensibilidade excessiva nas proximidades das
bordas das feridas no 2°, 6° e 10° dias.
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Apenas dois dos cinco animais apresentaram formacao de crostas no 2° dia de
avaliacdo no GP, enquanto o GA apresentou trés animais e 0 GC quatro. Do 6° ao 14°
dia os animais do GA apresentaram um padrdo homogéneo, com pouca variagcao
individual na evolucdo da formacédo de crosta, ao mesmo tempo em que, o0 GC e GP
apresentaram um bom padrdo na producdo de crostas, porém, com muita variacao

individual, como pode ser observado na tabela 1.

Tabela 1 — Avaliacdo macroscopica de feridas induzidas experimentalmente na pele de
caprinos em animais do Grupo Alantoina (GA), Grupo Pomada (GP) e Grupo Controle (GC),
levando-se em consideracdo a formacdo de crostas no 2°, 6° 10° e 14° dias do processo de
cicatrizacdo.

DIAS ANIMAIS FORMACO DE CROSTA
GA GC GP
2°DIA 1 ++ ++ +
2 + + +
3 + ++ +
4 ++ ++ ++
5 ++ ++ ++
6° DIA 1 ++ ++ +++
2 ++ ++ +++
3 ++ T4+ -+
4 ++ ++ ++
5 ++ ++ ++
10° DIA 1 + ++ +++
2 ++ + +
3 ++ +++ +
4 ++ ++ ++
5 ++ ++ +4++
14° DIA 1 +++ +++ +++
2 +++ +++ +++
3 ++ +++ +++
4 +++ +++ +++
5 +++ ++ +

+=sem crosta; ++=crosta parcial (1/3 da ferida); +++=crosta completa

A reepitelizacdo das feridas se deu inicio a partir do 6° onde o GA destaca-se
por apresentar um padrdo homogéneo enquanto os demais grupos apresentam variagdes

individuais quanto a essa caracteristica, como observado na tabela 2.
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Tabela 2 — Avaliacdo macroscépica de feridas induzidas experimentalmente na pele de caprinos em
animais do Grupo Alantoina (GA), Grupo Pomada (GP) e Grupo Controle (GC), levando-se em
consideracdo a formacdo de crostas no 2°, 6°, 10° e 14° dias do processo de_cicatrizacao.

DIAS ANIMAIS REEPITELIZACAO
GA GC GP
2°DIA 1 + + +
2 + + +
3 + + +
4 + + +
5 + + +
6° DIA 1 ++ ++ +
2 ++ + ++
3 ++ ++ ++
4 ++ + ++
5 ++ + +
10° DIA 1 ++ ++ ++
2 ++ ++ ++
3 ++ ++ ++
4 ++ ++ ++
5 ++ ++ ++
14° DIA 1 ++ ++ ++
2 ++ ++ ++
3 ++ ++ ++
4 ++ ++ ++
5 ++ ++ ++

+=sem reepitelizacdo; ++=reepitelizacdo parcial (1/3 da ferida); +++= reepitelizagéo
completa;

Tabela 3 - Média e desvio padrdo da area das feridas induzidas experimentalmente na pele de
caprinos, dos grupos alantoina (GA), do grupo pomada (GP) e do grupo controle (GC) no 2°, 6°,
10° e 14° dia de evolugéo.

GRUPOS DIAS

2° 6° 100 140

Alantoina Média 4,164 3,145° 1,937 0,736°
Desvio padrao (0 439) (0,367) (0,326) (0,1135)

Média 3,576° 2,873° 2,024% 0,573%

Pomada Desvio padrdo (0,666) (0,364) (0,468) (0,281)

Média 4,2 3,501° 2,357% 0,895%

Controle Desvio padrdo (1,062) (0,943) (1,052) (0,470)

Valor de p<0,05

Meédia seguidas de letras diferentes entre colunas diferem estatisticamente com intervalo de
confianga de 95% (p<0,05).
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Podemos observar as diferencas medias em centimetros nas contragdes
mensuradas no 2°, 6°, 10° e 14° dias, dos trés grupos experimentais, representadas na

figura 5.

Figura 5. Gréafico da média e desvio padrdo da area das feridas induzidas experimentalmente na
pele de caprinos, dos Grupos Alantoina (GA), Grupo Pomada (GP) e Grupo Controle (GP) no
2°, 6°, 10° e 14° dia de evolucao.
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Com relacdo a contracdo meédia das feridas observou-se que o grupo tratado
com alantoina, apresentou um valor de 87,27%, o grupo da pomada 89,73% e 0 grupo

controle equivalente a 83,95%, conforme demonstrado na Figura 6.

Figura 6 — Gréfico do percentual da contracdo média das feridas induzidas experimentalmente

apos 14 dias de evolucdo na pele de caprinos, de acordo com o grupo experimental.
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DISCUSSAO

A utilizacdo da alantoina para inducéo da cicatrizacdo se fez bastante eficiente,

de forma que apresentou caracteristicas que pudessem repelir a presenca de insetos,
evitando possiveis parasitas que causassem algum prejuizo tecidual. Durante todo o
experimento, 0s animais tratados com alantoina ndo apresentaram reagdes de
incdbmodo, o que a campo vem a facilitar a promog¢do do manejo dos animais pelos
criadores. De acordo com carriconde (1997), a alantoina é responsavel pelo efeito
cicatrizante e adstringente, pois estimula a formagéo do tecido de granulagéo, torando-o
um produto de grande importancia.
Em todos os grupos o processo de reepitelizacdo ocorreu de forma centripeta, no
entanto, este processo foi mais acentuado nos grupos controle e pomada, causando o
efeito irregular nas bordas das feridas, corroborando com os resultados de Van Wikle
junior (1967) e Corsi (1994), segundo esses autores a contracdo da ferida na fase é
caracterizada por um movimento centripeto que tem sua forca partindo das bordas no
sentido centro da ferida, contribuindo para seu fechamento efetivo. N&o se observou
qualquer sinal de reacdo tecidual excessiva, porém observou-se deiscéncia divergindo
dos resultados relatados por Hedlund (2002).

No grupo alantoina as feridas encontravam-se recobertas por uma fina camada
aderida que diminuia o contato com o meio externo, observou-se que essa caracteristica
foi responsavel pela regularidade das bordas nas feridas desses animais e serviu
também para potencializar o processo de fibroplasia que foi notado primeiramente
neste grupo. Kent lloyd (1992) relatou que a baixa tensdo de oxigénio e o acimulo de
fibrina no centro da lesdo estimulam a multiplicacdo e migracdo centripeta dos
fibroblastos pela malha de fibrina, sugerindo que a alantoina favoreceu o processo de
fibroplasia.

A formacdo das crostas nos grupos alantina, pomada e controle é explicada
através do processo onde ocorre deposicao de fibrina e restos leucocitarios apresentando
aspectos mais espessos. No grupo pomada e no grupo controle estas crostas
apresentaram-se exuberantes sugerindo que a formacdo de fibrina possa ter formados
matrizes de maior densidade que contribuiu para atrair polimorfonucleares
principalmente neutréfilos para a area da lesdo, processo semelhante foi descrito por
Maldebaum (2003).
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Com relacdo a reducdo da area da ferida, observaram-se resultados mais
significativos em animais tratados com alantoina e pomada cicatrizante . No grupo GP
observou-se um maior percentual médio de contracdo (87,27%) estes resultados podem
ter ocorrido devido ao mecanismo de contracdo que juntamente com a epitelizacao,
caracteriza a cicatrizacdo, conforme descrito por Corsi et al. (1994) e Anderson (1996).

Com esses resultados através da observacdo macroscopicia didria e a
mensuracao do halo das lesdes a cada 4 dias, foi possivel notar que a retragdo centripeta
foi beneficiada, nos primeiros dias, pelo tratamento com alantoina, seguido pelo
tratamendo com a pomada alopatica.

Estaticamente falando, os animais tratados com alantoina apresentaram
resultados semelhantes aos tratados com a pomada em relagdo aos aspectos
macroscopico, sendo que a alantoina apresentou melhores resultados na fase
inflamatdria e de modelacéo e a maior média de contracdo das feridas foi observada no

grupo pomada.

CONCLUSAO

Macroscopicamente a alantoina em relacdo aos demais grupos experimentais
apresentou efeito cicatricial satisfatorio, podendo ser indicada como alternativa no
tratamento de feridas cuténeas em caprinos. A alantoina se destacou por apresentar boa
adesdo a lesdo cutdnea do animal devido a sua forma farmacéutica, propriedade

repelente, inducdo da formacéo de crostas e capacidade de reepitelizacédo do tecido.
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ARTIGO 2

Avalicdo miacroscopica de feridas induzidas experimentalmente em

caprinos

Macroscopic evaluation of experimentally induced wounds in goats
Leandro Henrique Veiga de SOUSA?; Helder de Moraes PEREIRA®

RESUMO

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar o efeito cicatrizante da
alantoina em feridas cutaneas induzidas experimentalmente em caprinos, e apresenta
como objetivo especifico avaliar o tempo de cicatrizagdo em feridas tratadas com
alantoina, feridas tratadas com solucédo salina a 0,9% e pomada cicatrizante constituida
de Cloreto de laurildimetilbenzil aménio a 35%, bem como, Quantificar o colageno
tecidual durante o processo de cicatrizacdo em diferentes tempos. Foram utilizados 15
animais da especie caprina, fémeas, SRD, com idade variando de 12 a 48 meses. Para a
realizacdo das feridas, os animais foram pesados, em seguida foi realizada tricotomia da
fossa paralombar direita. O protocolo anestésico empregado foi anestesia local
infiltrativa em L invertido com cloridrato de lidocaina a 2% com vasoconstrictor.
Quanto a quantificacdo das fibras de colageno realizada no p6s-operatorio, os resultados
demonstraram que nao houve diferenca estatistica entre os grupos alantoina (GA),
pomada (GP) e controle (GC) no 2°, 6° e 10° mas no 14° dia houve diferenca estatistica.
Foi observado o aumento da deposicdo destas fibras em todos os grupos avaliados,
especialmente do 2° ao 6° dia, com consecutiva diminui¢do nos grupos GP e GC do 10°
ao 14° dia. Microscopicamente a alantoina em rela¢do aos demais grupos experimentais
apresentou efeito cicatricial satisfatorio, podendo ser indicada como alternativa no
tratamento de feridas cutdneas em caprinos. A alantoina se destacou por estimular a
producdo de fibras colageno, acelerar o crescimento de tecido conjuntivo e promover a
reepitelizacao.

Palavras chave: Caprino. Ferida. Cicatrizacdo. Alantoina. Picrossirius Red.

ABSTRAT

The aim of the present study is to evaluate the healing effect of allantoin in
experimentally induced goats skin wounds, and its specific objective is to evaluate the
healing time in allantoin treated wounds, 0.9% saline treated wounds and healing
ointment. It consists of 35% lauryl dimethylbenzyl ammonium chloride as well as,
Quantify tissue collagen during the healing process at different times. Fifteen female
SRD goats were used, ranging in age from 12 to 48 months. For the accomplishment of
the wounds, the animals were weighed, then was performed trichotomy of the right
paralumbar fossa. The anesthetic protocol employed was local L-infiltrated reverse
anesthesia with 2% lidocaine hydrochloride with vasoconstrictor. Regarding the
quantification of collagen fibers performed postoperatively, the results showed that
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there was no statistical difference between the allantoin (GA), ointment (GP) and
control (CG) groups on the 2nd, 6th and 10th, but on the 14th day statistical difference.
Increased deposition of these fibers was observed in all groups evaluated, especially
from the 2nd to the 6th day, with consecutive decrease in the GP and CG groups from
the 10th to the 14th day. Microscopically, allantoin in relation to the other experimental
groups presented satisfactory healing effect and may be indicated as an alternative in the
treatment of goats skin wounds. Allantoin stood out for stimulating collagen fiber
production, accelerating connective tissue growth and promoting reepithelization.

Keywords: Caprine. Wound. Healing. Allantoin Picrossirius Red
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INTRODUCAO

As peles dos caprinos apresentam boa cotagdo no mercado externo, pois se
caracterizam pela grande resisténcia, flexibilidade e pela beleza, sendo utilizadas para
vestuario, calcados e luvas. (BARROS & SIMPLICIO, 2001). Porém, devido seus
habitos e manejos empregados, esses animais sdo submetidos constantemente a
situacOes que ameacem a integridade de sua pele. Esses traumatismos desencadeiam
solugdes de continuidade com perdas de tecidos, resultando em cicatrizacdo, na
tentativa de restabelecer sua integridade funcional (FRANCO ET ALL., 2013). Alguns
tipos de lesbes exigem tratamento especializado para se obter retorno funcional e
anatdmico da regido. A extensdo da perda cutanea dificulta ou até mesmo impossibilita
a aproximacdo das bordas, ocorrendo a cicatrizagdo por segunda intencdo, que é um
processo mais lento, produzindo muitas vezes cicatrizes extensas, retracao cicatricial e
elevacdo do custo do tratamento (SANTOS ET ALL., 2007).

A cicatrizacdo é definida como um processo que ocorre logo apés a lesdo de
um tecido e o mesmo € substituido por tecido conjuntivo vascularizado
(PANOBIANCO ET AL., 2012). Para que ocorra a cicatrizacdo um conjunto de eventos
fisicos e bioquimicos ocorrem com o intuito de reparar o dano (PAGANELA ET AL.,
2009). A expressdo reparacao tecidual é usada para descrever o processo de restauracdo
de uma perda tecidual, onde esta falha sera recoberta por tecidoconjuntivo cicatricial
(FOWLER, 1999)0Os eventos que desencadeiam a cicatrizacdo sdo dependentes de
mediadores bioguimicos, descritos em diferentes fases, que correspondem aos principais
episodios observados em determinado periodo de tempo (LIMA ET AL., 2012).

As etapas do processo de reparacdo tecidual sdo divididas em fases e, apesar
de ndo possuirem limites muito distintos, sobrepdem-se em relacdo ao tempo,
caracterizadas pela hemostasia; fase inflamatdria; formacdo do tecido de granulacéo,
com deposicdo de matriz extracelular e, por conseguinte, a remodelacdo (BRANSKI et
al., 2005; SHIMIZU, 2005; MENDONCA et al., 2006; ROCHA JUNIOR et al., 2006).

Os fenbmenos hemostaticos se iniciam logo apds a ferida ser formada,
ocorrendo inicialmente uma vasoconstricdo mediada por prostraglandinas, epinefrina e
norepinefrina e dentro de 5 a 10 minutos ha um aumento da permeabilidade vascular
que causam 0s primeiros sinais da inflamacdo: dor, calor, rubor e edema (BALSA &
CULP, 2015). A agregacédo plaquetaria permite a formacdo de uma cobertura primaria

composta por fibrina que reestabelece a homeostase e fornece um ambiente para que as
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plaquetas secretem fatores de crescimento (FCs), citocinas e elementos da matriz
extracelular (MEC) (Dario, 2008).

A fase inflamatoria da cicatrizagdo, considerada por outros autores como fase
de desbridamento (BALSA & CULP, 2015), é caracterizada basicamente pela presenca
de células inflamatorias no tecido cicatricial (NETO, 2003). O processo de inflamagéo
caracteriza-se por migracdo celular intensificada, como leucdcitos e polimorfonucleares
(PMN), macrofagos e linfocitos (MANDELBAUM ET AL., 2003). Os mondcitos, que
se transformam em macrdéfagos em resposta a matriz extracelular, sdo essenciais para o
processo de cicatrizacdo, pois, sdo responsaveis por sintetizar e secretar fatores de
crescimento para formacdo e remodelagéo do tecido (BALSA & CULP, 2015). Segundo
Balsa e Culp (2015), a fase de reparo compde-se de trés processos distintos: a
fibroplasia, angiogénese e epitelizacéo.

Durante a maturacdo das fibras, o contetdo de proteoglicano altera-se, ocorre
desidratacdo e o numero de ligacGes cruzadas bem como o didmetro das fibras de
colageno aumenta, que leva ao incremento da birrefringéncia. Assim, as fibras de
colageno tipo | jovens, muito finas, com birrefringéncia fraca, aparecem em cor verde, e
as fibras colagenas tipo Il tornam-se avermelhadas em um estagio mais maduro
Szendrdi, et al, (1984). Atualmente, diversas pesquisas tém avaliado os fatores que
podem acelerar ou retardar a fisiopatologia da cicatrizagdo em virtude de sua
importancia na reabilitacdo funcional e no quesito estético do animal (VITORINO
FILHO, 2011; BARRETO, 2011). Nesse contexto, € comum a administracdo de
farmacos que auxiliam o processo de cicatrizagcdo, seja na atrofia do tecido de
granulacdo ou aumento na forca de contragcdo (BALSA & CULP, 2015).

A alantoina tem sido largamente citada na literatura por inimeras propriedades
farmacoldgicas, como atividade anti-irritativa, anti-inflamatéria (RODE, 2002),
estimulagdo da atividade mitdtica, dentre outros (ARAUJO et al., 2010), incluindo
cicatrizacdo de feridas (TOLEDO et al., 2003). Além disso, a alantoina € a base de
produtos cicatrizantes rotineiramente utilizados nas fazendas apesar de possuir
prescricdo terapéutica apenas para equinos e cdes e gatos. No entanto, pouco se sabe
sobre as propriedades cicatrizantes da alantoina para o tratamento de feridas em

pequenos ruminantes, apesar de ser utilizada com esta finalidade.
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MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica e Experimental Animal da
Universidade Estadual do Maranhdo (CEEA/UEMA), apresentando o protocolo de N°
18/2018 para uso de animais em pesquisa cientifica. Sua realizacdo aconteceu na
propriedade Bringel, localizada no bairro Maracand, na llha de S8o Luis, Estado do
Maranhéo.

Foram utilizados 15 animais da espécie caprina, fémeas, SRD, com idade
variando de 12 a 48 meses. Estes foram mantidos por 60 dias em confinamento antes do
inicio do experimento, e foram submetidos a exame clinico, protocolo de vermifugacéo
e diagndstico de gestacéo.

A alimentagdo disponibilizada para os animais era composta por Capim
elefante (Pennisetum purpureum schum) fornecidos picados em forrageiras, e capim
estrela africana (Cynodon Plectostachyus), que era fornecido em cestos. Ao final do dia
era disponibilizada aos animais em seus cochos uma mistura concentrada composta de
20% de farelo de soja, 15% de ureia, 19% de milho moido, 30% de sal comum e 15%
de sal mineral.

Para o tratamento das feridas foi utilizado um produto comercial a base de
alantoina 3,0g associada a 6xido de zinco 3,0g e veiculo g.s.p. 100g, outro produto com
Cloreto de Lauril dimetil benzil aménio a 35% como principal principio ativo e solugdo
salina a 0,9%. Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais de cinco
animais, assim denominados:

e Grupo Controle (GC) — animais tratados com 1,5 mL de soluc¢éo salina
a 0,9%.
e Grupo Alantoina (GA) — animais tratados com 1g de alantoina.

e Grupo Pomada cicatrizante (GP) — animais tratados com 1g de pomada
alopatica.

Para a realizacdo das feridas, os animais foram pesados, em seguida foi
realizada tricotomia da fossa paralombar esquerda. O protocolo anestésico empregado
foi anestesia local infiltrativa em L invertido com cloridrato de lidocaina a 2% com
vasoconstrictor na dose de 7mg/kg de peso vivo. Posteriormente foi realizada assepsia
local com alcool iodado. Foi realizada a demarcacao individual na fossa paralombar
esquerda em cada animal e posteriormente foram efetuadas as incisdes circulares com
didametro de 2,5cm utilizando um bisturi. Durante o procedimento cirdrgico foi seguido

rigorosamente a hemostasia da ferida com gaze estéril. Por fim, iniciou-se o tratamento
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topico nos animais nos trés grupos experimentais por 14 dias a cada 24 horas. As
avaliacBes microscopicas foram realizadas no 2° dia, 6° dia e 10° dia e 14° dia, onde
foram retirados segmentos de pele com margem de 0,8 cm? do bordo da ferida
utilizando um punch dermatoldgico com o auxilio de bisturi e conservados em coletores
contendo solucdo de formol a 10% por um periodo de 24h. Apo6s a fixacdo, 0s
segmentos foram desidratados em solucéao de &lcool a 70%.

Os segmentos de pele foram inseridos em cassetes histologicos e desidratados
em solucdes crescentes de alcool etilico (70%, 80%, 90%, alcool absoluto I e 11) e, em
sequida, diafanizados em xilol e incluidos em parafina histologica. Os cortes
histolégicos foram realizados a 5um de espessura em microtomo rotativo Leica
RM2125 RTS e, posteriormente, as laminas foram coradas em Hematoxilina de Weigert
e Eosina (HE) para analise morfolégica e coradas pela solucdo de Picrosirius Red
(Sirius Red + Acido picrico) (Montes e Junqueira, 1991) para analise morfométrica das
fibras colagenas.

As laminas coradas em HE foram avaliadas através de um analisador de
imagem computadorizado Leica Qwin D-1000, versdo 4.1 (Cambrigde, UK) do
laborarorio de Cultura Celular do Centro de Ciéncias Agrarias/Universidade Estadual
do Maranhdo (UEMA), selecionando 10 campos de 5.900um2 /lamina. Para a anélise
morfométrica das fibras colagenas, foi utilizado o processador de imagem Image J, com
o distribuidor FIJI, versdo Madison, com base na densidade das fibras de colageno.

O delineamento experimental foi em blocos casualisados. Realizou-se ainda
teste de comparacao de médias para as areas mensuradas nos grupos experimentais, por
meio do teste de T pareados com intervalo de confianca de 95%. Todas as analises

foram avaliadas através do Software Minitab versdo 2019.

RESULTADOS

Morfologicamente, em relagdo ao nimero de neutréfilos que é um componente
caracteristico da fase inflamatodria, o grupo controle apresentou maior quantidade em
comparagdo com o grupo da pomada cicatrizante e grupo alantoina, conforme a tabela
4. No entanto, com a progressdo dos dias do processo cicatricial, a quantidade de
neutrofilos no grupo da alantoina foi reduzida. O grupo da pomada cicatrizante e o
grupo controle também obtiveram variagdes na sua quantidade de neutrdfilos.

Observou-se que a partir do 6° dia de avaliacdo, o processo de proliferacéo

fibroblastica encontrava-se de forma acentuada nos grupos da alantoina e da pomada
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cicatrizante, indicando que ambas sdo capazes de estimular a producdo de fibroblastos,
caracteristica da fase de fibroplasia, ao passo que a quantidade avaliada no grupo
controle foi inferior aos outros dois grupos.

Em relacdo a neoformacdo capilar, o grupo da alantoina foi o Unico a
apresentar quantidade moderada no 14° dia pos-operatorio.

Foi observada a presenca de hemorragia no grupo controle e da pomada
cicatrizante, em todos os dias de avaliacao.

A reepitelizacdo ocorreu de forma moderada na maior parte dos dias avaliados
no grupo da alantoina, permanecendo constante com pouca variacdo dentro do grupo.
Nos grupos controle e grupo da pomada cicatrizante, a reepitelizacdo apresentada
demonstra que houve grande variagdo individual durante o processo cicatricial.

Em todos os dias de avaliacdo, o grupo controle e da pomada cicatrizante,
apresentaram quantidade moderada de edema, ao mesmo tempo em que, tal componente
microscopico ndo foi observado no grupo da alantoina.

Apobs avaliagdo qualitativa ndo paramétrica constatou-se que ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos sobre os critérios avaliados, mas, observou-se maior
proliferacdo fibroblastica e reeptelizacdo nos grupos da alantoina (GA) e no grupo da
pomada (GP)

Tabela 4: Média por grupo das caracteristicas qualitativas das feridas induzidas experimentalmente na

pele de caprinos no 2°, 6°, 10° e 14° dias de avaliacao.

Grupos Neutrofilos Macrofagos Congestio Edema Proliferacdo Neoformacdo Reepitelizacio Hemorragia
/ dias Vascular Fibroblastica  Capilar

GA2 b ’ + t -+ e

GA6 4 4 + . < - e -

GAlLO ++ + ~ - —— + ++ +

GAl4 + + + + +H+ ++ ++ +

GC2 ~ + ¢ : x4 . : A

(_;(_‘6 4 * * + + . - sy
GC10 ++ + + ++ - - - —
GCl14 +++ + + + ++ + -+ R

GP2 - - - e - - RS .
GPo6 - + - - R - e -
GP10 ++ + + ++ ++ + + -

GP14 + + + + ++ + +H+ ++

+=Auséncia; ++= Ndo acentuada/moderada; +++= Acentuada/completa

Com relagdo ao numero de macrdfagos, observou-se auséncia ou quantidade
ndo significativa destas células do 2° ao 14° dia de avaliacdo nos trés grupos

experimentais.
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Figura 7: Fotomicrografia de pele caprina no 2°, 6° 10° e 14° dia p6s-operatorio nos trés grupos

analisados (GA, GC e GP). As lesBes cutaneas evidenciam neutrofilos (seta preta); congestdo vascular

(CV); proliferacdo de fibroblastos (seta branca); neovascularizagdo capilar (NC); reepitelizacdo (RE);

Quanto a quantificacdo das fibras de colageno realizada no pds-operatdrio, 0s
resultados demonstraram que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos alantoina
(GA), pomada (GP) e controle (GC) no 2° 6° e 10° mas no 14° dia houve diferenca
estatistica. Foi observado o aumento da deposicdo destas fibras em todos os grupos
avaliados, especialmente do 2° ao 6° dia, com consecutiva diminui¢do nos grupos GP e
GC do 10° ao 14° dia, conforme a Tabela 5.

Observou-se que as medias de coldgeno no grupo da alantoina (GA)
apresentaram valores maiores que as médias do grupo controle (GC) e grupo da pomada
(GP) nos quatro dias de avaliagéo e, que, apesar da diminuicdo destas fibras no 10°, as
médias do grupo da alantoina (GA) mantiveram-se maiores em comparagdo aos outros

dois grupos (Tabela 5).
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Tabela 5 - Média e desvio padrdo de quantificacdo de colageno em feridas induzidas

experimentalmente na pele de caprinos dos grupos alantoina (GA), controle (GC) e pomada

(GP) no 2°, 6°, 10° e 14° dia pos-operatorio.

Dias

2° Dia

6° Dia

10° Dia

14° Dia

Média
Desvio Padrdo

Média
Desvio Padrdo

Média
Desvio Padrdo

Média
Desvio Padrdo

Grupos

GA GC GP
40,847 290,61° 35,67 °

(10,49) (1,14) (8,90)
51,85° 33,84° 37,05°

(8,66) (19,66) (7,9
49,55 ? 25,99 29,23°

(17,21) (14,40) (10,32)
61,72° 13,66 ° 35,62

(17,81) (13,66) (11,55)

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente com intervalos de confianca de

95% (p<0,05)

Figura 8 - Grafico da média e desvio padrdo de quantificacdo de colageno em feridas induzidas

experimentalmente na pele de caprinos dos grupos Alantoina (GA), grupo Controle (GC) e
grupo Pomada (GP) no 2°,6°, 10° e 14° dias p6s-operatorio.

70
e
50 /
20 /
30 4._A-,7.7
20
10
0
22 Dia 62 dia 1092 Dia 142 Dia
=0—GA 40,89 51,85 49,55 61,72
== GC 29,61 33,84 25,99 30,45
GP 35,67 37,05 29,23 35,62
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Figura 9 - Fotomicrografia da pele de caprino onde se observa a disposicdo e quantidade de
fibras colagenas quantificadas no 2°, 6° e 10° dias, nos trés grupos experimentais (GC; GG e
GP) (200um).

DISCUSSAO
Para testar o efeito cicatricial da alantoina a espécia escolhida foi a caprina,

sendo os animais S.R.D, levando-se em consideracdo que s&o animais que estdo
propicios a lesdes na pele, devido seus habitos e ao sistema de producdo a qual séo
submetidos, podem adquirirem feridas abertas, segundo Tendrio et al. (1999).

A quantificacdo de neutrofilos demonstrou que a presenca de neutréfilos nos trés
grupos experimentais nos dias iniciais evidenciam uma resposta inflamatéria aguda,
processo semelhante foi descrito por Corsi et al. (1994) e Curi et al. (2005). A presenca
de neutrdfilos se faz importante dada a sua fungdo fagocitaria na remocéo de células e
agentes infecciosos.

Além disso, a avaliacdo histologica revelou que as feridas dos animais dos trés
grupos apresentaram caracteristica de respostas inflamatoria aguda caracterizada pela
presenca de células polimorfonucleares, congestdo vascular e edema, semelhantes aos
descritos por Corsi et al, (1994) e Malbebaum et al. (2003).
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Observou-se uma reducdo constante no numero de neutréfilos no grupo da
alantoina, ao contrario do observado no grupo controle e da pomada. Esses resultados
podem indicar que o grupo da alantoina apresentou uma resposta inflamatéria menor
que os demais grupos, corroborando com os resultados encontrados por Rahal et al.
(2003) e Potmes et al. (1997). De acordo com Maldebaum et al. (2003), a apresentacao
de uma fase inflamatdria prolongada retarda o processo de cicatrizag&o.

Segundo Curi et al. (2005) e Maldebaum et al. (2003), com o surgimento de
células polimorfonucleares, seguigo do surgimento de células mononucleares, indica
que o processo cicatricial evoluiu da fase inflamatdria para a fase de proliferacéo.

Os macrofagos, ao contréario do papel desempenhado pelos neutréfilos, sdo 0s
elementos mais criticos nesse processo, pois caracterizam a regressao da inflamagéo e
iniciam a fase proliferativa da cicatrizacdo, segundo Clark (1996) e Di Pietro (1995).

Foi observado que do 10° ao 14° dia pds-operatorio a quantidade de fibroblastos
aumentou significativamente no grupo da alantoina e da pomada, demonstrando que o
processo se encontrava na fase proliferativa. Segundo Grinnel et al.(1981) Guildli Neto
(1992); Franco et al., (2003); Eckersley e Dudley(1988), essa fase é caracterizada pela
presenca de macrdfagos, fibroblastos e formacdo de novos vasos, que constituem o
tecido de granulacéo.

Além da presenca acentuada de fibroblastos, o grupo da alantoina apresentou
valores médios de deposicdo de fibras coladgenas superiores em compara¢do com 0S
grupos controle e da pomada em todos os dias avaliados. Esses resultados sugerem que,
além do processo cicatricial se encontrar na fase de maturacéo, a deposicdo dessas fibras
na matriz extracelular propiciou a reepitelizacdo das feridas, visto que a migracao
epitelial é guiada pelas fibras de coldgenos (HEDLUND, 2007; PAVLETIC, 2010).
Esses resultados foram similares aos encontrados por Aradjo et al. (2010), ao avaliar a
eficacia da alantoina na cicatrizagdo de feridas em ratos e por Jorge et al. (2008).

A grande quantidade de deposicdo de fibras coldgenas promovida pela alantoina
evidencia seu potencial de estimular a sintese da matriz extracelular, acelerar o
crescimento de tecido conjuntivo e promover a reepitelizacdo das feridas, conforme
descrito por Fedosov et al. (2017). Araujo et al., (2010) relata que acéo cicatricial da
alantoina se da através da resposta a regulacdo de celulas inflamatorias por inibicdo da
quimiotaxia de células imunes na &rea da ferida, estimulacdo da proliferacdo de
fibroblastos e sintese da matriz extracelular, este dado corrobora com os encontrados no

presente estudo.
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A alantoina possui indicacdo terapéutica relatada na literatura para cicatrizacao
de feridas em cdes, gatos e equinos e, apesar de ser largamente utilizada a campo em
ruminantes, ndo foram encontrados trabalhos sobre o seu efeito cicatrizante em feridas
cutaneas em caprinos.

CONCLUSAO

Microscopicamente a alantoina em relacdo aos demais grupos experimentais
apresentou efeito cicatricial satisfatorio, podendo ser indicada como alternativa no
tratamento de feridas cutaneas em caprinos. A alantoina se destacou por estimular a
producdo de fibras colageno, acelerar o crescimento de tecido conjuntivo e promover a
reepitelizacéo.
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