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RESUMO

Na pratica clinica envolvendo equinos é frequente a ocorréncia de feridas na
pele, principalmente devido as respostas comportamentais da espécie. Nesse
contexto, foram analisados a fim de comparacdo os aspectos macroscépicos,
microscépicos e termograficos de feridas em seis equinos, induzidas
cirurgicamente, cicatrizadas por segunda intencdo tratadas topicamente com
pele de tilapia congelada (GPTC), pele de tilapia esterilizada (GPTE) e pele de
rd (GPR) e ringer com lactato (GC). Foram feitas quatro feridas quadradas com
3 cm, de cada lado da regiao toracolombar, sendo um lado para a avaliagédo
microscépica com a andlise histopatolégica e o outro lado para avaliacdo
macroscopica com fotografia, mensuracdo da éarea, taxa de contracdo e
termografia. Os seis animais foram escolhidos de maneira aleatéria. Em cada
animal foi realizado a randomicidade para decidir qual lado seria o da analise
histopatolégica e o da avaliacdo macroscopica e termografia, e qual seria a
ordem dos tratamentos nas lesdes. As feridas foram tratadas diariamente,
observando-se a evolucéo durante o periodo de 28 dias. As avaliagdes clinicas
com fotografia, termografia e as andlises histopatoldgicas foram realizadas nos
dias 0, 3, 7, 14, 21 e 28 depois da realizacédo das feridas. O GPTC apresentou
em todos os animais a menor taxa de contracdo dentre os demais tratamentos
empregados. Aos 28 dias a média da taxa de contracao foi de 94,98%, 91,26%,
90% e 77,85% para GC, GPTE, GPR e GTPC respectivamente.

Palavras chaves: Pele de R&, Pele de Tilapia, Feridas, Cavalo, Termografia.



ABSTRACT

In clinical practice involving horses, the occurrence of skin wounds is common,
due to the species' behavioral responses. In this context, were analyzed to
compare the macroscopic, microscopic and thermography aspects of wounds
healing by second intention that were surgically performed and topically treated
with frozen tilapia skin (GPTC), sterilized tilapia skin (GPTE), sterilized frog skin
(GPR) and Ringer with lactate (GC). Wounds were made on each side of the
thoracolumbar region, one side for microscopic evaluation with histopathological
analysis and the other side for macroscopic evaluation with photography, area
measurement, wound contraction rate and thermography. The 6 animals were
chosen randomly. For each animal randomness was performed to decide which
side would be the histopathological analysis, which side would be the
macroscopic and thermography evaluation and what would be the order of the
skin’s treatments in the lesions. The wounds were treated daily, observing the
evolution of each wound during the period of 28 days. Clinical evaluations with
photography, thermography and histopathological analyzes were performed on
day 0, 3, 7, 14, 21 and 28 after the wounds were made. In the statistical analysis
it was observed that the GPTE showed admirable results, presenting smaller
wound area and higher percentage of contraction in 50% of the animals, and the
GC showed great results in the other 50%. The GPTC presented in all animals,
the lowest contraction rate among the other treatments employed. At 28 days the
average contraction rate was 94.98%, 91.25%, 90% and 77.85% for GC, GPTE,
GPR and GTPC, respectively.

Key words: Frog Skin, Tilapia Skin, Wounds, Horse, Thermography.

Vi



FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

FIGURA 4.

FIGURA 5.

FIGURA 6.

FIGURA 7.

FIGURA 8.
FIGURA 9.

FIGURA 10.

LISTA DE ILUSTRACOES

A imagem ilustra a complexa interacdo de células (neutrofilos,
macrofagos, fibroblastos) e fatores de crescimento (PDGF, TGF-(3,
VEGF) durante a fase inflamatoria da cicatrizagdo. A infiltracdo de
células inflamatérias, a formacdo de um coagulo de fibrina e a
producdo de fatores de crescimento sdo essenciais para iniciar o
processo de reparo tecidual. FGF = fator de crescimento de
fibroblastos basico; IGF = fator de crescimento semelhante a
insulina; KGF = fator de crescimento de queratinécitos; PDGF = fator
de crescimento derivado de plaquetas; TGF = fator de crescimento
transformador; VEGF = fator de crescimento endotelial vascular
(THEORET, 2008)......cuiuiiieeieeieeeieeeeceseneseseseesssesesees s teesseseesenes s s
Mudancas na tensdo da ferida durante as fases de reparacédo da
ferida (PROVOST, 2019)....cccciiuiiiiieeeiiiiiiieee e siiieee e e s nirrae e e
Fisiologia da pele humana e do cavalo. (A) Cortes transversais
esquematicos da pele humana (i) e do cavalo (ii). Uma diferenca
principal entre as espécies € a densidade de foliculos capilares. (B)
Distribuicdo do musculo panniculus carnosus em humanos (i) e
cavalos (i) (HARMAN et al, 2021)......ccccuuiiiiiiiiiiiiiiiee e,
Processo de preparo para o congelamento das peles de Tilapia. (A)
Limpeza e retirada de vestigios de tecido muscular. (B) Limpeza e
imersdo em solucao fisiologica 0,9%. (C) Acondicionamento em
sacos plasticos para congelamento..........c.uueeveeoiiiiiiieie e,
Pele de rd embalada em papel cirdrgico, esterilizada por raios gama.
Realizacdo das feridas cutaneas nos equinos: (A) Antissepsia do
local; (B) Marcacéo dos moldes; (C) Incisdo no formato quadrado de
3cm de lado e feridas realizadas...........coeuvvviiiiiiiiiiii
(A) Disposicao dos esparadrapos e gazes utilizados no curativo (B)
Feridas recobertas por atadura................eeeeiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveiianaens
Avaliacgédo fotogréafica com uso de régua de identificagdo....................
Avaliacao termografica dentro da ferida (A), em volta da ferida (B) e
na borda da ferida (C)....... e
Imagens fotograficas das feridas dos grupos controle (GC), grupo

09

23

29

34

35

36

38
38

40

Vil



FIGURA 11.

FIGURA 12.

FIGURA 13.

FIGURA 14.

FIGURA 15.

FIGURA 16.

FIGURA 17.

FIGURA 18.

pele de tilapia congelada (GPTC) e grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21), 28 (D28), N0 ANIMAl 2.........uuvueiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee
Média da inflamacéo polimorfonucleares dos grupos controle (GC),
grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE) e grupo pele de r&, nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07
(D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).....eveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Imagem histoldgica da ferida do grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE) no D7, com inflamacao minima (Letra I) e discreta fibroplasia
(inicio de cicatrizagéo representado pela seta preta). HE, objetiva de
L1OX. ANIMAI ... e e e e e e e
Imagem histoldgica da ferida do grupo controle (GC) (A) e do Grupo
Pele de Tildpia Congelada (GPTC) (B) no D7, com inflamacéao de
polimorfonuclear intensa com debris celulares (circulo preto),

hemorragia (*) e edema (seta vermelha). HE, objetiva de 10x. Animal

Média da quantificacdo de mondcitos das feridas dos grupos controle
(GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (DO), 03
(D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).......evveeeeeiiiniiiieeeeeeiiiieenn
Imagem histologica da ferida do grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE) no D28, com fibroplasia intensa, com neovascularizacéo e
infiltrado inflamatério mononuclear discreto (circulo). HE, objetiva de
L1OX. ANIMAL ...
Média do edema das feridas dos grupos controle (GC), grupo pele
de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).....eeeeeeiiiiiiiiieeaeiiiiieeeeesiiieeeeeeennnieeaee s
Média da avaliacdo da hemorragia das feridas dos grupos controle
(GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (D0), 03
(D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).....ceecvvvreeereereeererrerenenas

Imagem histolégica da ferida do grupo controle (GC) no D28, com

viii

43

46

46

47

48

48

49

51



FIGURA 19.

FIGURA 20.

FIGURA 21.

FIGURA 22.

FIGURA 23.

FIGURA 24.

FIGURA 25.

FIGURA 26.

FIGURA 27.

FIGURA 28.

intensa fibroplasia com discreta neovascularizacdo (circulo). HE,
objetiva de 10X. ANIMal 4.........coi i e
Imagem histolégica da ferida do grupo pele de tildpia congelada
(GPTC) no D28, apresentando inflamacdo de polimorfonuclear
intensa (representado pela seta preta) com discreta fibroplasia
(circulo), neovascularizacdo (representado pela letra N) e
hemorragia (*). HE, objetiva de 10x. Animal 4...........c.ccccccveeieiiiniininnnn.
Média da fibroplasia das feridas dos grupos controle (GC), grupo
pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).....ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Imagem histolégica da ferida do grupo pele de ra (GPR) no D7,
apresentando inflamacdo minima com discreta fibroplasia (circulo).
HE, objetiva de 10x. AnimMal 4..........ccooviiiiiiiiiiie e
Imagem histolégica da ferida do grupo pele de ra (GPR) no D28, com
fibroplasia intensa com neovascularizacéo e infiltrado mononuclear
discretos (circulo). HE, objetiva de 10x. Animal 4.............ccccccceeeeennn.
Temperatura avaliada com termégrafo, na regido interna das feridas,
entre os grupos GC, GPR, GPTC e GPTE, de acordo com os dias de
tratamento analisados DO, D3, D7, D14, D21 e D28..........cccccvvvveveeen.
Temperatura avaliada com termégrafo, dentro das feridas, entre os
grupos GC, GPR, GPTC e GPTE, de acordo com os dias de
tratamento analisados DO, D3, D7, D14, D21 e D28.......cccccceeeeeeeeeennnn.
Imagem termografica das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo
pele de tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada
(GPTC), e Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21) e 28 (D28), do Animal 3..........ceuviiiiiiiieiiiieeeeeeinens
Imagem termografica na regido interna das feridas do Grupo pele de
tilapia esterilizada (GPTE), no dia 14 (D14), do Animal 3....................
Temperatura avaliada com termégrafo, na borda das feridas, entre
os grupos GC, GPR, GPTC e GPTE, de acordo com os dias de
tratamento analisados DO, D3, D7, D14, D21 e D28.......ccccceevveeeeeennnn.
Comparacéo dos grupos GC, GPR, GPTC e GPTE de acordo com

52

52

53

54

54

55

56

56

57

58



FIGURA 29.

FIGURA 30.

FIGURA 31.

FIGURA 32.

FIGURA 33.

FIGURA 34.

FIGURA 35.

FIGURA 36.

FIGURA 37.

os dias de tratamento analisados DO, D3, D7, D14, D21 e D28, com
diferenca de temperatura na borda da ferida com o passar do tempo
(oL =1 =10 0= o (o J SRR
Imagem termografica na regido da borda da ferida do Grupo pele de
tilapia congelada (GPTC), no dia 07 (D07), do Animal 6....................
Imagem termogréfica na regido em volta da ferida do Grupo pele de
tilapia congelada (GPTC), no dia 14 (D14), do Animal 5.....................
Fotografia das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e
Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (DO0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14),
21 (D21) e 28 (D28), do AnIMal L......cccoeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeei e
Fotografia das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e
Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (DO0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14),
21 (D21) e 28 (D28), do ANIMAl 2.....ccooiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e
Fotografia das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e
Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (DO0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14),
21 (D21) e 28 (D28), do ANImMal 3......ccooiiiiiiiiiiieeeeeee e
Fotografia das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e
Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14),
21 (D21) e 28 (D28), do ANIMaAl 4......ccooiiiiiiiiiieeeeeee e
Fotografia das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e
Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14),
21 (D21) e 28 (D28), do ANIMal 5.....ccooeiiiiiiiiiiiieee e
Fotografia das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e
Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14),
21 (D21) e 28 (D28), do ANIMal B........oveeiiiiiiiiie e,
Imagem termogréfica das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo

pele de tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada

58

59

60

94

95

96

97

98

99



FIGURA 38.

FIGURA 39.

FIGURA 40.

FIGURA 41.

FIGURA 42.

(GPTC), e Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21) e 28 (D28), do Animal L........cccevveeeiiiiiiieeeeeeiiienn.
Imagem termografica das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo
pele de tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada
(GPTC), e Grupo pele de ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21) e 28 (D28), do Animal 2.........ccceeeevviiiiiieeee e,
Imagem termografica das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo
pele de tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada
(GPTC), e Grupo pele de ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21) e 28 (D28), do Animal 3.........ccevveeeiiiiiiieee e
Imagem termografica das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo
pele de tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada
(GPTC), e Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21) e 28 (D28), do Animal 4..........cccccevvvivrineeeeeecienn.
Imagem termogréfica das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo
pele de tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada
(GPTC), e Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21) e 28 (D28), do Animal 5........cccevveeviiiiiiiee e,
Imagem termogréfica das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo
pele de tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada
(GPTC), e Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21) e 28 (D28), do AniMal B.........uuuiiiiiiiieeeeeeeiieeeeeeee

Xi

100

101

102

103

104



TABELA 1.

TABELA 2.

TABELA 3.

TABELA 4.

TABELA 5.

TABELA 6.

TABELA 7.

LISTA DE TABELAS

Tabela estatistica da média e desvio padrdo da area das feridas
dos grupos controle (GC), grupo pele de ra (GPR), grupo pele de
tilapia congelada (GPTC) e grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28

Tabela estatistica da média e desvio padrdo da taxa de
contracao das feridas dos grupos controle (GC), grupo pele de
ra (GPR), grupo pele de tilapia congelada (GPTC) e grupo pele
de tilapia esterilizada (GPTE), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21), 28 (D28)...cccciiiurrieiieeeeiiiiieeaeeeeiiiieee e e s e savveeae s
Média e desvio padrdo da inflamacao polimorfonucleares dos
grupos controle (GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC),
grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE) e grupo pele de r&, nos
dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).........
Média e desvio padrédo da quantificacdo de mondcitos das feridas
dos grupos controle (GC), grupo pele de tilapia congelada
(GPTC), grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE) e grupo pele
de rd (GPR), nos dias 0 (DO0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21
(D21), 28 (D28)....ueeeeeeeeiiiieeee e ettt e e a e
Média e desvio padrédo do edema das feridas dos grupos controle
(GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de
tilapia esterilizada (GPTE) e grupo pele de rd (GPR), nos dias 0
(D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28)......ccceevr.....
Média e desvio padrédo da avaliacdo da hemorragia das feridas
dos grupos controle (GC), grupo pele de tilapia congelada
(GPTC), grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE) e grupo pele
de rd (GPR), nos dias 0 (D0O), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21
(D21), 28 (D28)....eeeieeeeiiiiiiieee ettt e e e st e e e et e e e e e ee e e e
Média e desvio padrdo da neovascularizacdo das feridas dos
grupos controle (GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC),
grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE) e grupo pele de ra
(GPR), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28

44

44

45

a7

49

50

xii



TABELA 8.

TABELA 9.

TABELA 10.

TABELA 11.

(D28). eeeieieiee ettt et a e e e e e e e e ean
Média e desvio padrdo da fibroplasia das feridas dos grupos
controle (GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo
pele de tilapia esterilizada (GPTE) e grupo pele de rd (GPR), nos
dias 0 (DO), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).
(p<0.0001 Tempo X Tratamento).........ccccevevuriiiieeeiiiiiie e
Média e desvio padrdo da temperatura dentro das feridas dos
grupos controle (GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC),
grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE) e grupo pele de ra
(GPR), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28

Média e desvio padrédo da temperatura na borda das feridas dos
grupos controle (GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC),
grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE) e grupo pele de ra
(GPR), nos dias 0 (DO0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28

Média e desvio padrdo da temperatura em volta das feridas dos
grupos controle (GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC),
grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE) e grupo pele de ra
(GPR), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28

Xiii

51

53

55

57



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C - Graus Celsius

% - Porcentagem

AST - Aspartato Aminotransferase

CEUA - Comiss&o de Etica no Uso Animal

FCEYV - Fator de Crescimento Endotelial Vascular
FCDbF - Fator de Crescimento Basico de Fibroblastos
EGF - Fator de Crescimento Epidérmico

FGF - Fator de Crescimento Fibroblastico

FC - Frequéncia Cardiaca

FR - Frequéncia respiratoria

GGT - Gama Glutamil Transferase

HVET/UnB - Hospital Veterinario de Grandes Animais da Universidade

de Brasilia

IL-1 — Interleucina-1

IL-6 - Interleucina-6

IL-10 — Interleucina-10

IFN-y - Interferon

MEC - Matriz Extracelular provisoria
MMPs - Metaloproteinases da Matriz
MSCs - Células-tronco mesenquimais
PA - Ativador de plasminogénio
PDGF - Fator de Crescimento Derivado de Plaguetas
PG - Prostaglandina

PMNs - Células polimorfonucleares

SEAGRI-DF — Secretaria de Estado da Agricultura, Abastecimento e

Desenvolvimento Rural do Distrito Federal

T°C - Temperatura Retal

TGE - Tecido de Granulagdo Exuberante

TI - Termografia Infravermelha

TNF-a - Fator de Necrose Tumoral alfa

TGF-B - Fator de Crescimento Transformador beta
TNF - Fator de Necrose Tumoral

Xiv



TPC - Tempo de Preenchimento Capilar
UnB - Universidade de Brasilia
VEGF - Fator de Crescimento Endotelial Vascular

pHm - Micrémetro

XV



11
1.2

1.3

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10
2.11

2111
2.11.2
2.12

2.13

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9

4.1
4.2
4.3
4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.3.4
4.3.5
4.3.6
4.4

44.1
4.4.2
4.4.3

SUMARIO

INTRODUCAO

Problemaética e relevancia

Objetivo geral

Objetivo Especifico

REFERENCIAL TEORICO

Anatomia da pele

Cicatrizacao

Respostas vasculares

Respostas celulares

Proliferacéo

Fibroblastia

Angiogénese

Epitelializacéo

Contracao

Remodelacdo e maturacao

Potencial Terapéutico da Pele de Tilapia e Pele de Ra na
Regeneracao de Tecidos em Equinos
Pele de tilapia

Pele de Ra

Equino como modelo experimental em pesquisas na area da
cicatrizacao

Termografia Infravermelha

MATERIAL E METODOS

Animais

Preparacao da pele de tilapia congelada
Preparacao da pele de tilapia e pele de ra esterelizada
Realizacéo das feridas

Tratamentos

Avaliacao clinica e fotogréafica das feridas
Avaliacao histopatolégica

Avaliacao termogréfica

Analise estatistica

RESULTADOS

Avaliacéao fisica e macroscopica das feridas
Area da ferida e taxa de contracdo
Avaliacao histopatoldgica
Polimorfonucleares

Avaliacdo de mondcitos

Edema

Hemorragia

Neavascularizacao

Avaliacao da fibroplasia

Avaliacao termografica

Avaliacdo termografica dentro da ferida
Avaliacao termogréfica na borda da ferida
Avaliacdo termografica em volta da ferida
DISCUSSAO

01
01
02
03
04
04
05
06
08
12
13
15
17
20
22

24
25
26

28
30
33
33
33
34
36
36
38
39
40
41
42
42
43
45
45
47
48
50
51
52
54

54
57
59
61

XVi



CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Anexo — Fotos de todos 0s animais
Certificado CEUA

XVii

77

78

94
106



1. INTRODUGAO

1.1 Problematica e relevancia

As feridas, rupturas na continuidade anatémica da pele, geralmente decorrem
de traumas locais. Nos equinos sao frequentes na pratica clinica, sendo um desafio
significativo no tratamento (PEREIRA, 2017; COSTA, 2020; SPARKS, 2021).

Em razado de seu comportamento e instinto em resposta aos sustos, o cavalo é
muito susceptivel a traumas. O processo cicatricial da pele nesta espécie € dificultado
por complicagbes como a perda de tecido, tensédo da pele, contaminagao e tempo da
ocorréncia da lesdao (PAGANELA et al., 2009; THEORET & WILMINK, 2013).

Devido a frequente perda tecidual e contaminagao, aproximadamente 25%
das feridas em equinos sao tratadas por segunda intengdo (LOPEZ et al., 2014;
SPARKS, 2021). Este tipo de cicatrizagdo, depende da formagdo de tecido de
granulacao (TG) para preencher o leito da ferida, seguido de restauragao da barreira
epitelial através da reepitelizagdo e, em menor grau, contragdo da ferida (PEREIRA,
2017; SPARKS, 2021). Aformacao de tecido de granulacado exuberante (TGE) retarda
a cicatrizagao, impedindo a contragao e reepitelizacdo (SPARKS, 2021).

Quando essas feridas nao cicatrizam, sdo denominadas feridas cronicas, que
em humanos e equinos sao consideradas patologicamente semelhantes
(WESTGATE, 2011). A cicatrizacdo de feridas defeituosas, que variam de feridas
cronicas né&o cicatrizantes a fibroplasia excessiva, como observado em pacientes com
cicatrizes hipertréficas e queloides, também representa um enorme desafio em
humanos. Mesmo quando ocorre a cicatrizacao de uma ferida cronica, a cicatriz
resultante pode predispor a problemas clinicos associados a ma fungao dérmica,
muitas vezes levando a incapacidade crdnica, alteragdo da sensac¢ao e aumento do
risco de nova lesdo (SPARKS, 2021).

Em relacdo a area da ferida € importante avaliar a taxa de contragao para
analisar a eficacia do tratamento, detectar complicagdes, planejar intervencdes e
prever o tempo de cicatrizagao. A atividade dos fibroblastos (miofibroblastos) no tecido
de granulagao é responsavel pela contragao da ferida (PAIVA et al., 2002).

A avaliagdo histopatolégica € fundamental para a analise das fases do
processo de cicatrizacdo. Durante a fase inflamatdria, ocorre a preparagcao da ferida

para a reparagao, com a remogao de substancias estranhas e tecidos necraticos, além



da liberagdo de mediadores que sustentam a progressao da cicatrizagdo (THEORET,
2008). Alem disso, a analise da quantidade de polimorfonucleares (PMNs) no
desempenho das fungdes imunoldgicas e a taxa de fibroplasia, responsavel pela
formagao do tecido de granulacao (TG), sdo aspectos essenciais para a compreensao
da regeneracéo tecidual (PROVOST, 2019).

Para enfrentar os desafios das feridas complicadas que nao cicatrizam, os
biomateriais vém sendo amplamente estudados, tendo como objetivo apoiar a
cicatrizagao natural, estimulando sinais de cura, migracao e reepitelizagdo das células
epidérmicas, além de modular a resposta imunologica (LIMA-JUNIOR, 2017;
SPARKS, 2021).

A pele de tilapia € um biomaterial de destaque por apresentar elevada
resisténcia e flexibilidade, sendo assim opg¢ao promissora para curativos. Em casos
de queimaduras superficiais de segundo grau, seu uso como curativo oclusivo
mostrou-se eficaz na reducéo da dor, proporcionando um cuidado mais humanizado
e de menor custo (LIMA-JUNIOR, 2017; COSTA, 2020).

A pele de r3, rica em lipidios, proteinas e peptideos, tem sido estudada como
xenoenxerto para queimaduras, demonstrando eficacia na cicatrizagao ao estimular a
proliferagao celular e acelerar o processo de reparo (RAGHAVAN, 2010; BAZAZ, 2013;
Ll et al., 2023).

A afericdo de temperatura infravermelha (T1) pode detectar alteragdes no fluxo
sanguineo periférico e é considerada um método preciso e nao invasivo (FERREIRA,
2019). Tecidos lesionados frequentemente apresentam variagbes na temperatura
devido a alteragdes no fluxo sanguineo (TUNLEY & HENSON, 2004), onde a camera
termografica detecta o calor da superficie emitido como radiagao infravermelha e
produz uma imagem que mapeia as diferengas de temperatura no alvo (FERREIRA,
2019).

Assim sendo, um objetivo primordial na area da medicina veterinaria equina é
identificar terapéuticas que possam acelerar o fechamento e melhorar o reparo geral

de feridas, visando o bem-estar animal.



1.2 Objetivo geral

Avaliar a cicatrizacdo de feridas na regido toracolombar de equinos,
utilizando-se pele de tilapia congelada, pele de ra e pele de tilapia esterilizadas com

raios gama.

1.3 Objetivo Especifico

Avaliar aspectos clinicos, area da ferida, taxa de contracdo, alteracbes
histopatoldgicas e avaliagdo termografica na utilizacao pele de tilapia congelada, pele
de rd e pele de tilapia esterilizadas com raios gama em feridas de equinos,
comparando o tempo e qualidade da cicatrizacdo entre os grupos, em feridas

induzidas de forma experimental na regido toracolombar de seis equinos.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomia da pele

A pele dos equinos € uma estrutura complexa que desempenha varias
fungdes essenciais para o organismo, sendo 0 maior € mais visivel érgao do corpo,
atuando como barreira anatébmica e fisiologica crucial entre o animal e seu ambiente.
Composta por diferentes camadas e estruturas, a pele proporciona protecdo contra
lesbes fisicas, quimicas e microbioldgicas, além de regular a temperatura, oferecer
sensibilidade e integrar-se com outros sistemas corporais (KNOTTENBELT, 2009;
SCOTT & MILLER, 2011; LI et al., 2023).

Estruturalmente, a pele dos mamiferos € composta por trés camadas:
epiderme, derme e tecido subcutédneo. A camada mais externa da pele é a epiderme,
composta principalmente por células queratinizadas, com espessura média de 0,075
a 1,50 mm e multiplas camadas de células n&o vasculares. Essa estrutura impacta na
pigmentagao, percepg¢ao do toque e regulagédo imunoldgica. A epiderme atua como
barreira protetora contra agentes externos, como bactérias, fungos, substancias
quimicas e radiagdo ultravioleta. Além disso, contém células especializadas, como os
melandcitos, que produzem melanina para proteger a pele dos danos causados pela
exposicao ao sol (KNOTTENBELT, 2009; AL-MAJHALLI, 2021).

Logo abaixo da epiderme esta a derme, que contém uma variedade de
estruturas, incluindo vasos sanguineos, terminagdes nervosas, glandulas sudoriparas
e foliculos pilosos. A derme é mais espessa (1,5-2,5 mm) e sustenta a epiderme,
proporcionando a pele a flexibilidade necessaria, devido a presenca de proteinas
fibrosas, a elastina e reticulina, além do colageno. A derme fornece suporte estrutural
a pele e é responsavel pela regulagdo da temperatura corporal, através do controle
da circulagdo sanguinea e da produgao de suor (AL-MAJHALI, 2021; SCOTT et al.,
2003).

A camada de tecido subcutaneo, ou hipoderme, é a mais profunda da pele
dos equinos, composta por tecido conjuntivo e I6bulos de gordura, atuando como
isolante térmico e reserva de energia. As redes de proteinas fibrosas na derme
determinam a resisténcia da pele, sendo o atributo mais importante das caracteristicas

biomecanicas cutaneas. Além disso, a hipoderme contém terminagdes nervosas e



vasos sanguineos que fornecem nutrientes e oxigénio as camadas mais superficiais
(AL-MAJHALL, 2021; SCOTT et al., 2003).

A pele dos equinos é rica em anexos cutaneos, como pelos e crinas. Os pelos
tém diversas fungbes, incluindo a protegdo contra abrasdes e regulacdo da
temperatura corporal. Ja as crinas, que sao os pelos longos presentes na cabeca e
pescoco, também podem desempenhar papel na comunicagéo social entre os animais
(SCOTT & MILLER, 2011; KNOTTENBELT, 2009).

Além disso, a pele dos equinos pode variar em espessura e pigmentagao
dependendo da raga, sexo e idade, assim como fatores genéticos e ambientais. Essa
variacdo pode influenciar na resisténcia a lesdes e na capacidade de se adaptar a
diferentes condi¢gdes ambientais (SCOTT & MILLER, 2011; KNOTTENBELT, 2009).

2.2 Cicatrizagao

Uma ferida ocorre quando ha ruptura na continuidade da pele, e pode ser
provocada por fatores externos, como agressodes fisicas, substancias quimicas,
alteracdes térmicas ou agentes biolégicos (QING, 2017).

A cicatrizagcdo de feridas em mamiferos adultos, incluindo equinos, € um
processo dindmico dividido em trés fases principais: inflamatoria, proliferativa e de
maturacao/remodelacdo. Em equinos, particularmente em cavalos, esse processo €
menos eficiente em comparacdo com poéneis sendo o estagio inflamatério mais
atenuado, mas prolongado, aumentando a suscetibilidade a infec¢ao e prolongando a
fase proliferativa, o que frequentemente resulta em feridas crbnicas. Essas fases,
embora distintas, se sobrepdem e envolvem complexas interagcdes celulares e
bioquimicas que coordenam a cicatrizagcdo (MAHER, 2018; PROVOST, 2019;
ANANTAMA, 2022).

A taxa de cicatrizacido varia de acordo com a localizacdo das feridas, com
feridas no corpo cicatrizando mais rapidamente que feridas distais dos membros, que
tendem a ocorrer em areas de maior movimento, tém menos cobertura de tecidos
moles, sdo mais propensas a infec¢des e tendem a desenvolver tecido de granulagao
exuberante (TGE) (MAHER, 2018; ANANTAMA, 2022).

Apo6s uma lesdo, uma série de eventos bioquimicos favorecem a reparagao
do dano e facilitam o processo de cicatrizagdo. Esses eventos desempenham papel

crucial na prevencao de perdas excessivas de sangue, fluidos e na redugao do risco



de infecgdes. Além disso, ajudam na remocgédo de tecidos danificados ou mortos.
Qualquer fator que interrompa, altere ou aumente esse processo pode resultar em
atrasos na cicatrizacdo ou até mesmo na formagao de feridas crénicas que nio se
curam adequadamente (GUO & DIPIETRO, 2010; OLIVEIRA & DIAS, 2012; LEAL &
CARVALHO, 2014; TOTTOLI et al., 2020).

O sucesso da cicatrizacao de feridas esta intimamente relacionado a acao de
polipeptidios biologicamente ativos que influenciam o crescimento, a diferenciacéo e
o metabolismo das células-alvo. Esses fatores incluem fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas, que coordenam o0s processos de reparagao e regeneragao
celular. Entre eles, destacam-se o fator de crescimento epidérmico (EGF), o fator de
crescimento transformador 3 (TGF-B), o fator de crescimento fibroblastico (FGF), o
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), o fator estimulador de colbénias de
granulécitos-macrofagos (GM-CSF), o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), o fator de crescimento de tecido conectivo (CTGF), além das citocinas pro-
inflamatorias como as interleucinas (IL-1 e IL-6) e o fator de necrose tumoral a (TNF-
a) (THEORET et al., 2005; BARRIENTOS et al., 2008; QING, 2017).

2.3 Respostas vasculares

A coagulagdo, que marca o inicio do processo de cicatrizagdo, ocorre
imediatamente apds o surgimento da ferida, com a liberacdo de substancias
vasoativas, proteinas adesivas, fatores de crescimento e proteases, desencadeando
as fases subsequentes (BROUGHTON, 2006; PAGANELA et al., 2009; PROVOST,
2019).

Nesse momento, a vasoconstricdo acontece para minimizar a hemorragia,
mediada pela contragdo do musculo liso e pela liberagao de endotelina, tromboxano
A2 e serotonina derivada das plaquetas. A vasoconstricdo reflexa, expde e ativa as
plaquetas pela interagdo com a matriz extracelular da parede do vaso,
desempenhando papel crucial na formacédo do coagulo. A constricdo das arteriolas
diminui o fluxo sanguineo, o que leva a hipdxia e acidose tecidual. Esses fatores
estimulam a produgéo de oxido nitrico, adenosina e metabdlitos vasoativos, como a
histamina, que promovem a vasodilatagdo e aumentam a permeabilidade vascular.
Isso facilita a entrada de células inflamatdrias, como mastdcitos, neutrofilos e

macrofagos, no espago extracelular ao redor da ferida (SINGH et al.,, 2017). A



secrecao de proteases como hialuronidase, colagenases e hemolisinas desempenha
um papel crucial na inibicado da agao bacteriana, evitando que a fase inflamatéria se
prolongue (PAGANELA et al., 2009; PROVOST, 2019).

A lesdo da membrana endotelial libera fosfolipidios, que sdo convertidos em
acido araquiddnico e seus metabdlitos, regulando o ténus vascular, a permeabilidade
€ a agregacao plaquetaria. Inicialmente, a vasoconstri¢gao, que dura de 5 a 10 minutos,
€ seguida pela vasodilatacdo mediada por prostaciclina, histamina e éxido nitrico,
facilitando a diapedese de células, fluidos e proteinas para o espacgo extravascular. O
sangue coagulado e as plaquetas agregadas formam um coagulo, ou matriz
provisoria, que, apesar de fornecer resisténcia limitada, sela o defeito e previne novos
sangramentos (THEORET, 2008; PROVOST, 2019).

O coagulo também atua como uma estrutura, gracas a presenga de
numerosos locais de ligagdo nas proteinas do sangue que sao reconhecidos por
receptores de superficie especificos (integrinas) presentes nas células inflamatdérias e
mesenquimais em migracao (THEORET, 2008; PROVOST, 2019). O coagulo formado
€ composto por colageno, plaquetas, trombina e fibronectina, e esses componentes
liberam citocinas e fatores de crescimento que iniciam a resposta inflamatdéria. Além
disso, o coagulo de fibrina atua como uma estrutura de suporte para a migragao de
células como neutrofilos, mondcitos, fibroblastos e células endoteliais (BROUGHTON,
2006).

A hemostasia é alcangada por meio da compressao dos vasos pelo edema do
tecido mole e formacédo de um tampéao de fibrina-plaquetas na ferida. A trombina, o
principal fator na formagao do coagulo, é fundamental nesse processo (PROVOST,
2019).

Liberada pela ativacdo das vias de coagulacao intrinseca e extrinseca, a
trombina cliva o fibrinogénio em mondémeros de fibrina, que apds a polimerizagdo em
fibras de fibrina interagem com a fibronectina plasmatica para estabilizar o tampé&o
hemostatico que preenche o local da ferida (PROVOST, 2019). A fibronectina € uma
glicoproteina que oferece suporte estrutural as fibrilas de colageno, além de facilitar a
adesao e migracao dos fibroblastos, também desempenhando papel importante na
mediagao da contragao da ferida (LI et al., 2007).

Este coagulo inicial da ferida € conhecido como matriz provisoria da ferida. As
plaquetas ativadas dentro do tampao de fibrina-plaquetas direcionam e amplificam a

fase inflamatdria inicial da cicatrizagao por meio da liberagdo de mediadores de reparo



de feridas, mais importantemente o PDGF e o TGF-B, de seus granulos de
armazenamento. Conforme a cicatrizagao da ferida progride, os PMNs, macrofagos e
fibroblastos podem se ligar seletivamente a matriz proviséria da ferida por meio da
expressao de receptores de integrina da superficie celular, a medida que migram para

iniciar fungdes imunoldgicas e sintéticas (PROVOST, 2019).

2.4 Resposta celulares

Os leucécitos sao recrutados para o local da lesdo por numerosos mediadores
vasoativos e quimioatraentes fornecidos pelas vias de coagulacdo e complemento
ativado, além das plaquetas, mastocitos e células mesenquimais lesionadas ou
ativadas (THEORET, 2008). A migracado de leucécitos para a ferida é ativada pelo
colageno exposto, produtos de degradacao da elastina, fatores de complemento,
citocinas e alteragdes na tensdo mecanica. Os PMNs s&o os primeiros tipos de células
a entrarem na ferida em grandes numeros e s&0 uma marca registrada de lesao
cutanea aguda (PROVOST, 2019).

Esses sinais iniciam os processos de rolamento, ativacdo, adesao e,
transmigracdo de células inflamatorias através do endotélio microvascular. Os
quimioatraentes estimulam adicionalmente a liberagdo de enzimas pelos neutrofilos
ativados, facilitando sua penetracdo através das membranas basais vasculares
durante a migracao. A diapedese de neutrdfilos € ainda facilitada pelo aumento da
permeabilidade capilar apds a liberacdo de um espectro de agentes vasodilatadores
(THEORET, 2008).

O influxo celular inicia-se em minutos, com o numero de neutrofilos
aumentando progressivamente até atingir um pico entre 1 e 2 dias apés a lesdo. Os
neutréfilos atuam como a primeira linha de defesa em feridas contaminadas,
destruindo detritos e bactérias por meio de fagocitose, além de mecanismos
enzimaticos e radicais de oxigénio subsequentes. Os neutrdéfilos tém duas fungdes
principais: remover tecido danificado e bactérias por fagocitose e liberar
quimioatraentes para aumentar ainda mais a resposta inflamatéria celular inicial. As
principais proteinases degradativas liberadas pelos PMNs para remover tecido
danificado incluem catepsina G, colagenase intersticial especifica de neutrdéfilos e

elastase de neutrdéfilos. Em 24 horas, os mondcitos circulantes comegam a entrar na



ferida e se diferenciar em macréfagos (THEORET, 2008; PROVOST, 2019; SEID &
BIRHAN, 2019).

A migragdo e a fagocitose dos neutréfilos cessa quando as particulas
contaminantes sdo removidas do local da lesdo. A maioria dessas células fica presa
dentro do coagulo, que € eliminado durante as fases posteriores de reparo. Os
neutréfilos que permanecem no tecido viavel morrem em poucos dias e sao
fagocitados pelos macrofagos teciduais ou fibroblastos modificados da ferida. Isto
marca o término da fase inflamatéria inicial de reparo. Embora os neutrofilos ajudem
a criar um ambiente favoravel para a ferida e sirvam como fonte de citocinas pré-
inflamatodrias, eles ndo sdo essenciais para a reparacdao em feridas nao infectadas
(THEORET, 2008; SIMPSON & ROSS, 2009; SEID & BIRHAN, 2019).

O aumento rapido no numero de macréfagos em condigdes inflamatorias
ocorre principalmente pela emigracdo de mondcitos da vasculatura, que se
diferenciam em macrofagos para ajudar os macrofagos teciduais residentes no local
da ferida por dias a semanas. Os mondcitos pluripotentes responsivos podem se
transformar em macrofagos, cujas propriedades funcionais sao determinadas pelas
condigdes do local da mobilizagdo. Semelhante aos neutréfilos, os macrofagos sao
fagdcitos e realizam o desbridamento e a morte microbiana. No entanto, ao contrario
dos neutrdfilos, os macrofagos desempenham papel crucial nas fases reparadoras da
cicatrizagao (Figura 1) (THEORET, 2008; SEID & BIRHAN, 2019; LI et al., 2023).

Inflammatory phase (day 3)

— minclog‘ s

.
2

@ Macrophage

' * Neutrophil "‘,.n’l-_“{& TGEB1
Platelet AH LTS TIGRa
., plug 3 s FGF

Blood vessel

Dermis e KGF  ppGe 1o by
VEGF 1 TGF-B3
Neutrophil Mecroptilse FGE-2 /
FGF-2
S Ycrpio

Fat

Figura 1. Complexa interacado de células (neutrdéfilos, macrofagos, fibroblastos) e fatores de
crescimento (PDGF, TGF-3, VEGF) durante a fase inflamatdria da cicatrizacdo. FGF
= fator de crescimento de fibroblastos; IGF = fator de crescimento semelhante a
insulina; KGF = fator de crescimento de queratinécitos; PDGF = fator de
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crescimento derivado de plaquetas; TGF = fator de crescimento transformador;
VEGF = fator de crescimento endotelial vascular (THEORET, 2008).

Ao chegar ao local da inflamacdo, os macréfagos participam da morte
bacteriana por mecanismos semelhantes aos dos neutrdfilos. Trés proteinases
neutras induziveis foram identificadas nos macréfagos: elastase, colagenase e
ativador de plasminogénio (PA). Essas proteinases auxiliam na degradacgao de tecidos
danificados e detritos, essenciais para o reparo das feridas (THEORET, 2008;
PROVOST, 2019).

Os macréfagos sédo as principais células inflamatorias, responsaveis pelo
desbridamento, recrutamento de outras células inflamatérias e mesenquimais,
inducao de angiogénese, fibroplasia e epitelizacdo. A inflamagao aguda é crucial para
a reparagcdao normal das feridas, especialmente em cavalos, cujas feridas
frequentemente sdo expostas a agentes infecciosos. No entanto, a inflamagéo
prolongada pode retardar a cicatrizacdo e estimular a proliferacdo crénica da
granulacgao fibroblastica. Isso contribui para a patogénese de doengas com cicatrizes
desproporcionais, como fibrose pulmonar, cirrose hepatica, glomerulonefrite e
queldides dérmicos em humanos. Cicatrizes extensas ou fibrose de qualquer érgao
podem resultar em perda significativa de fungdo. Em cavalos, uma condi¢cao
comparavel é o desenvolvimento de tecido de granulagdo exuberante em feridas
cuténeas de espessura total (THEORET, 2008).

A fibroplasia, ou formacéao de tecido de granulacéo, € uma fase essencial da
cicatrizagdo de feridas, preenche o espago da ferida, forma uma barreira contra
contaminantes externos, fornece miofibroblastos para a contragdo e serve de leito
para a migragao do epitélio (THEORET, 2008; MAHER, 2018).

O tecido de granulagédo contém varios tipos de células com fungdes cruciais
durante a cicatrizagdo. As células endoteliais formam capilares e vasos sanguineos,
através dos quais oxigénio e nutrientes s&o transportados para sustentar o
metabolismo celular e os leucdcitos podem migrar para o local da ferida, realizando
limpeza da ferida de agentes contaminantes e detritos, além de recrutar mais células
inflamatodrias e mesenquimais, iniciando o processo de cicatrizagdo. Os fibroblastos
formam a matriz extracelular (MEC) necessaria para sustentar a divisdo, crescimento

e migragcédo celular. A composicdo da MEC muda gradualmente a medida que é
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remodelada através da sintese e degradagao simultdneas de seus componentes
(THEORET, 2008, ROUSSELLE et al., 2019).

Feridas que nao cicatrizam em equinos geralmente se apresentam de trés
maneiras diferentes: ndo cicatrizam devido a infeccio local secundaria a sequestro
0sseo, tendao ou ligamento necrético subjacente ou corpo estranho residual que foi
adquirido quando a ferida ocorreu, apresentando algum grau de TGE.
Frequentemente, essas feridas serdo irregulares e conterdo sinus até a origem da
infeccao/inflamacgado local. Outra forma, sdo feridas que param de cicatrizar e se
tornam cronicas e secas. Estas feridas ndo tém TGE e frequentemente necessitam de
estimulacédo para prosseguir com a formagao de tecido de granulagdo. Ou ainda,
casos crénicos de TGE no membro distal que resultam em massas grandes e
elevadas, frequentemente inervadas até certo ponto, onde o TGE é geralmente muito
fibroso e nutrido por grandes vasos sanguineos (MAHER, 2018).

Histologicamente, o TGE é caracterizado por inflamagao crbnica e depdsitos
de fibrina que ndo foram eliminados pela resposta inflamatéria aguda. O tecido tem
aparéncia imatura e cadtica devido a sua populacéao celular desorganizada. Em feridas
com TGE, a proliferagao celular permanece ativa, a contragao é retardada, e o tecido
de granulagao protuberante pode fisicamente impedir a migragao epitelial e/ou inibir a
mitose das células epiteliais (THEORET, 2008).

Apds o trauma, a resposta inflamatéria aguda em feridas nos membros dos
cavalos é mais fraca nas primeiras trés semanas e os niveis de TGF-f3 sdo mais baixos
nos primeiros 10 dias, em comparagao com os poneis. O TGF-31 ndo apenas estimula
a producao de MEC, mas também favorece a diferenciacdo dos fibroblastos em
miofibroblastos, incentivando a contracdo. Niveis iniciais inferiores de TGF- podem
atrasar essa diferenciagao, resultando em um numero reduzido de miofibroblastos e
predominéancia de fibroblastos rapidamente proliferativos e sintetizantes (THEORET,
2008; ANANTAMA et al., 2022).

Trés isoformas de TGF- sao conhecidas: TGF-B1, TGF-p2 e TGF-B3. Entre
elas, o TGF-B1 desempenha papel crucial na formagao do tecido de granulagao, uma
vez que estimula a producgao de fibronectina em fibroblastos dérmicos equinos in vitro
(WATTS & ROSE, 2012; ANANTAMA et al., 2022). Estudos demonstram que as
concentragdes de TGF-B1 permanecem significativamente mais elevadas em feridas
nos membros do que em feridas na regido toracica (THEORET et al., 2001,
SCHWARTZ et al., 2002; ANANTAMA et al., 2022; VAN DEN BOOM et al., 2002).
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Além disso, a citocina anti-inflamatdria IL-10 mostrou-se capaz de limitar os
efeitos pro-fibréticos do TGF-f1 em fibroblastos dérmicos equinos, reduzindo a
contratilidade celular, a produgéo de a-SMA e de colageno tipo lll. Essa inibigdo levou
a diminuigdo da contracéo dos fibroblastos e a reduc¢ao da produgcdo de MEC (WISE
et al., 2020; ANANTAMA et al., 2022). Fatores secretados por células mesenquimais
do estroma também bloquearam as alteragdes induzidas pelo TGF-B1 na morfologia,
proliferagédo, expressao génica e capacidade contratil desses fibroblastos, reforgando
o papel fundamental do TGF-f1 nesses processos (HARMAN et al., 2017
ANANTAMA et al., 2022).

Um numero reduzido de miofibroblastos significa que a contragao da ferida é
retardada e ineficiente, enquanto a proliferacdo dos fibroblastos e a sintese de MEC
continuam. A resposta inflamatéria aguda fraca é seguida por uma resposta
inflamatdria persistente ou cronica, devido em parte a presenga continua de
contaminantes e tecidos inviaveis ndo resolvidos pela resposta inicial fraca. Além
disso, a contracao retardada mantém a area da ferida maior, perpetuando a resposta
inflamatadria, pois os leucdcitos s6 desaparecem apds a migragao do epitélio sobre a
superficie. A presenca significativa de leucocitos no tecido de granulagao exposto
pode explicar a sintese aumentada de citocinas na auséncia de epitélio e reduzir a
tensdo de oxigénio na ferida, devido ao alto consumo de oxigénio pelos leucdcitos. A
persisténcia de mediadores como TGF-B, PDGF e FGF induz fibrose, enquanto
prostaglandina (PG) E1, Fator Ativador de Plaquetas e interferon (IFN-y) inibem a
contragéo da ferida, e outros como fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina IL-
1 e IL-6 fazem ambos. A menor tenséo de oxigénio estimula ainda mais a proliferagéo
dos fibroblastos e a producédo de MEC (THEORET, 2008; PENN et al., 2012;
ANANTAMA et al., 2022).

2.5 Proliferacao

A fase de proliferagao é dividida em trés subfases: reepitelizacao, fibroplasia e
neovascularizagao (PAGANELA et al., 2009; LI et al., 2023). A reepitelizagdo é o
processo de cobertura da ferida com um novo epitélio, caracterizado pela migragao
de queratindcitos apdés a formagao do tecido de granulagdo (ROUSSELLE et al.,
2019). Nessa fase, ocorre a migragao de queratindcitos ndo danificados das bordas

dos anexos epiteliais quando a ferida é de espessura parcial, e apenas das margens
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epidérmicas em casos de feridas de espessura total. Diferentes fatores de
crescimento s&o responsaveis pelo aumento das mitoses e consequente hiperplasia
do epitélio (PAGANELA et al., 2009; LI et al., 2023).

A fase proliferativa do reparo agudo do tecido € ativa no terceiro dia apés a
lesdo, caracterizada por angiogénese, formagao de tecido fibroso e de granulagéo,
deposicao de colageno, epitelizagdo e contragcdo da ferida (PROVOST, 2019). A
proliferagdo e migracdo dos fibroblastos sdo estimuladas pela baixa saturagdo de
oxigénio e o ambiente acido presentes no centro da ferida. Além disso, fatores
quimiotaticos, como PDGF e TGF-B, juntamente com outros elementos liberados
pelos macréfagos, como EGF e FGF, também desempenham papel fundamental
nesse processo (LI et al., 2007; THEORET, 2008; KOIVISTO et al., 2011).

2.6 Fibroplasia

A fibroplasia acontece a partir dos fibroblastos, células mesenquimais
diferenciadas que proliferam na regido mais superficial da ferida. Concomitantemente,
ocorre o desenvolvimento de novos capilares por brotamento endotelial. A
neovascularizagado observada nesta fase fornece metabdlitos e oxigénio para nutrir o
tecido de reparacado que prolifera na area lesionada. A nova rede vascular expande-
se para o centro da lesdo, proporcionando uma aparéncia rosada e exuberante
(PAGANELA et al., 2009).

A fase proliferativa da reparacédo surge apos o declinio da inflamacéo e é
caracterizada pelo surgimento de tecido de granulagcéo, que gradualmente preenche
o defeito na ferida. Embora esta fase inicial seja muito ativa em termos celulares, néo
resulta imediatamente em aumento da resisténcia da ferida. Nos primeiros 3 a 5 dias
apdés a lesao, células mesenquimais, como fibroblastos, endoteliais e epiteliais,
invadem rapidamente a ferida para preparar a sintese e a maturagao da matriz ou
para a cobertura da area lesionada. No entanto, esses mecanismos de reforgo
posterior demoram um pouco a ocorrer (THEORET, 2008; SEID & BIRHAN, 2019).

Os fibroblastos comegam a chegar no segundo dia apds a lesao e, no quarto
dia, sdo o principal tipo de célula no leito da ferida. O recrutamento do tecido
adjacente, a proliferacédo local e a transformacdo de células-tronco mesenquimais
(MSCs) locais e sistémicas indiferenciadas em fibroblastos contribuem para o pico no

numero de fibroblastos de 7 a 14 dias apds a lesao. A migragao de fibroblastos para a
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ferida e sua proliferacdo subsequente sdo amplamente reguladas por: PDGF, TGF-
e FGF. Nos primeiros dias apos a lesao, os fibroblastos proliferam e migram, enquanto
mais tarde sintetizam e reorganizam os componentes, que eventualmente substituirdo
a matriz proviséria dentro do local da ferida. Os fibroblastos sintetizam e liberam
colageno, glicosaminoglicanos, incluindo hialuronano (que facilita a migragao celular),
glicoproteinas (fibronectina e laminina) elastina e proteoglicanos. Simultaneamente,
também secretam proteases, incluindo PMNSs, que digerem o coagulo de fibrina para
que a substituicdo pelos novos componentes possa ocorrer (HINZ, 2016; PROVOST,
2019).

Neste estagio de proliferacdo celular, forma-se o tecido de granulacao,
composto principalmente por vasos sanguineos recém-formados, fibroblastos e
produtos secretados pelos fibroblastos, tais como colageno fibrilar, elastina,
fibronectina, proteases, glicosaminoglicanas sulfatadas e nao sulfatadas. Esse tecido
comeca a se desenvolver entre trés e quatro dias apds a lesédo inicial, servindo como
uma etapa intermediaria entre a formagdo da matriz de fibrina/fibronectina e a
reorganizagao do colageno (PAGANELA et al., 2009).

O tecido de granulacao é formado por trés elementos que convergem para a
ferida simultaneamente: os macréfagos realizam o desbridamento e produzem
citocinas e fatores de crescimento, que estimulam a angiogénese e a fibroplasia; os
fibroblastos se proliferam e sintetizam novos componentes da matriz extracelular; e
Novos vasos sanguineos transportam oxigénio e nutrientes essenciais para o
metabolismo e crescimento das células mesenquimais, conferindo ao tecido de
granulagao sua aparéncia caracteristica (SINGER & CLARK, 1999; THEORET, 2008;
SEID & BIRHAN, 2019). Este estroma, rico em fibronectina e hialuronano, substitui o
coagulo contendo fibrina para fornecer uma barreira fisica contra infecgdes e, o que é
mais importante, oferece uma superficie pela qual as células mesenquimais podem
migrar (THEORET, 2008; SEID & BIRHAN, 2019).

Varias moléculas da matriz, bem como quimiotaxinas, citocinas e fatores de
crescimento liberados por células inflamatérias, estimulam os fibroblastos da derme
adjacente nao lesionada e do tecido subcutaneo a proliferar e expressar receptores
de integrina para auxiliar na migragcao para o espago da ferida. As integrinas sao
proteinas que atravessam a membrana celular e atuam como os principais receptores
de superficie celular para moléculas da matriz extracelular, medindo interacdes e

transducao de sinais entre células e seu ambiente. Elas sdo particularmente cruciais
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para os movimentos migratorios exibidos por células de cicatrizagao de feridas, como
células epiteliais, endoteliais e fibroblastos. A migracdo precede imediatamente os
brotos endoteliais capilares em avango, mas segue os macréfagos, que abriram
caminho ao fagocitarem detritos. Os fibroblastos também possuem um sistema
proteolitico ativo para auxiliar na migragdo para o coagulo sanguineo de fibrina
reticulada (THEORET, 2008; SEID & BIRHAN, 2019).

A produgédo de colageno comeca lentamente no segundo ou terceiro dia apds
o ferimento e atinge o pico de produgdo em 1 a 3 semanas. Embora os fibroblastos
da ferida produzam colageno tipo | (maduro), que predomina na derme nao ferida,
quase 30% a 40% do colageno encontrado na ferida aguda sera do tipo Il (imaturo).
Isso reflete a densa populagdo de vasos sanguineos contendo colageno tipo lll, no
tecido de granulacdo. A medida que a ferida cicatriza e a vascularizacéo é reduzida,
ha uma mudanga no equilibrio do conteudo de colageno em diregao ao tipo . Além da
producao de colageno, os fibroblastos organizam as moléculas de colageno em fibras
e depois em feixes, que sao alinhados paralelamente a superficie da ferida,
geralmente ao longo de linhas de tensdo maxima. A presenga de colageno e seu
arranjo contribuem para a resisténcia do tecido. Quando o defeito da ferida é
preenchido e a homeostase da produgao de colageno e degradagao do colageno é
alcangada, os numeros de macrofagos e fibroblastos sdo reduzidos pela apoptose, e

inicia a maturagao e remodelagao do tecido (PROVOST, 2019).

2.7 Angiogénese

A angiogénese € iniciada pela agregacao de plaquetas e formag¢ao do tampao
hemostatico, que libera fatores como TGF-, PDGF e FGF. A presenca de hipoxia e
de neutréfilos no leito da ferida ativa as metaloproteinases, que promovem a liberacao
de VEGF e a remodelagédo da matriz extracelular. Junto com outras citocinas, esses
processos estimulam o reparo dos vasos sanguineos e a formagao de novos vasos a
partir de células endoteliais, facilitando a neovascularizagao (BROUGHTON, 2006;
SINGH et al., 2017).

Além de iniciar a resposta inflamatéria por meio da interagdo com os
leucdcitos, as células endoteliais microvasculares desempenham papel fundamental
na fase proliferativa da reparagao. A formagao de novos vasos sanguineos capilares

a partir de vasos pré-existentes (angiogénese) é necessaria para sustentar o tecido
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de granulagao recém-formado dentro do leito da ferida (THEORET, 2008; SEID &
BIRHAN, 2019).

A angiogénese, em resposta ao ferimento tecidual e a hipoxia, € um processo
complexo e dinamico mediado por diversos fatores soluveis tanto do soro quanto do
ambiente da MEC circundante, em particular induzidores angiogénicos, incluindo
fatores de crescimento, quimiocinas e enzimas angiogénicas, receptores especificos
do endotélio e moléculas de adesdo, como integrinas, muitos dos quais sao liberados
durante a fase inflamatéria da reparacéo (THEORET, 2008; PROVOST, 2019; SEID &
BIRHAN, 2019).

A construcdo de uma rede vascular requer etapas sequenciais que incluem
aumento da permeabilidade microvascular, liberagcdo de proteinases pelas células
endoteliais ativadas com subsequente degradagado local da membrana basal que
envolve o vaso existente, migracdo e brotamento de células endoteliais no espacgo
intersticial, proliferagdo de células endoteliais e formagao de tecido de granulagéo e
diferenciagdo em vasos sanguineos maduros, eventualmente seguido por regressao
e involugcdo da vascularizacdo recém-formada a medida que o tecido se remodela
(THEORET, 2008; SEID & BIRHAN, 2019; LI et al, 2023). A angiogénese depende nao
apenas das células e citocinas presentes, mas também da produgao e organizagao
de componentes da MEC, que atuam tanto como suporte por meio dos quais as
células endoteliais podem migrar, quanto como reservatério e modulador para fatores
de crescimento. Assim, as células endoteliais na ponta dos capilares iniciam sua
migragéo para a ferida em resposta a estimulos angiogénicos e a auséncia de células
vizinhas no segundo dia apés a lesdo (THEORET, 2008; SEID & BIRHAN, 2019).

As células endoteliais nas pontas dos capilares adjacentes a ferida sao
atraidas para a area pela fibronectina, encontrada dentro da matriz proviséria, e
crescem em resposta as citocinas liberadas por plaguetas e macrofagos a uma taxa
de 0,4 a 1,0 mm/dia. O desenvolvimento de excrescéncias vasculares requer
proliferacdo de células endoteliais que se organizam na arquitetura do vaso. O
crescimento de novos vasos também resulta da vasculogénese secundaria a
mobilizagao de células progenitoras endoteliais derivadas da medula 6ssea. Fatores
de crescimento como o fator de crescimento endotelial vascular (FCEV) e o Fator de
Crescimento Basico de Fibroblastos (FCbF) desempenham papéis reguladores centrais
na neovascularizagao e subsequente reparo tecidual. O tecido no qual a angiogénese

ocorre € denso em algas capilares, resultando na aparéncia vermelha granular
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caracteristica do tecido de granulagdo. Quando os macrofagos e outras células
produtoras de fatores de crescimento ndo estdo mais em um ambiente hipdxico e
cheio de acido lactico, sua produgao de fatores angiogénicos para (PROVOST, 2019).
Assim, quando o tecido é adequadamente perfundido, a migragao e a proliferacéo de
células endoteliais sao reduzidas pela agao das metaloproteinases da matriz (MMPs).
Eventualmente, os vasos sanguineos que ndo sao mais necessarios sofrem apoptose
de células endoteliais (ZHU et al., 2000; PROVOST, 2019; SEID & BIRHAN, 2019).

Conforme o fluxo sanguineo e a oxigenagao sao restabelecidos, o principal
fator desencadeador da angiogénese é reduzido, levando a diminui¢do dos vasos
sanguineos neoformados (PAGANELA et al., 2009).

A coloragao da ferida torna-se progressivamente mais palida a medida que o
rico leito capilar do tecido de granulagdo desaparece. O tecido de granulagao
exuberante, observado em feridas distais nos membros de equinos, € caracterizado
microscopicamente por um grande numero de micro vasos. Embora a razao pela qual
a angiogénese seja mais acentuada nessa regido permanecga incerta, € plausivel
especular que a diminuigdo localizada no suprimento sanguineo possa exercer
influéncia por meio da regulagao positiva de diversos fatores angiogénicos. De fato, é
amplamente reconhecido que a hipoxia estimula a proliferagao e a atividade sintética
dos fibroblastos. Assim, por meio da regulagcdo positiva de multiplos fatores
angiogénicos, a hipoxia pode resultar em fibrose excessiva. Alternativamente, a
deficiéncia de sinais apoptéticos pode contribuir para a persisténcia das células
endoteliais dos microcapilares e, consequentemente, aumentar a atividade
angiogénicas (SEID & BIRHAN, 2019).

2.8 Epitelizacao

O epitélio, presente em todas as superficies corporais, desempenha papel
fundamental como barreira protetora contra o ambiente (BROUGHTON, 2006;
THEORET, 2008; SEID & BIRHAN, 2019). Essa camada ¢é essencial para preservar a
homeostase interna, limitando a perda de liquidos e eletrolitos (THEORET, 2008; SEID
& BIRHAN, 2019). A camada externa da pele, constituida por epitélio escamoso
estratificado e multicelular (epiderme), se conecta a estrutura musculoesquelética
através de uma camada de tecido conjuntivo (derme) e uma camada fibrogordurosa

(tecido subcutaneo). A epiderme é aderida a derme na regiao da membrana basal,
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uma fina camada rica em glicoproteinas, composta principalmente por laminina e
colageno tipo IV. Essa aderéncia é garantida pelos hemidesmossomos, que prendem
fisicamente as células basais da epiderme a derme subjacente, além das fibrilas de
ancoragem de colageno tipo VII, dispostas verticalmente, que conectam o
citoesqueleto (SEID & BIRHAN, 2019).

Arapida cobertura de uma ferida extensa é crucial para a sobrevivéncia. Além
das agbes hemostaticas que estabelecem uma barreira temporaria, a migragao
centripeta das células epiteliais remanescentes abaixo do coagulo contribui para o
fechamento da lesdo (THEORET, 2008). Embora a migracéo epitelial se inicie de 24
a 48 horas apos a ferida, a formagao da borda rosada caracteristica do novo tecido
epitelial geralmente sé é visivel apds 4 a 6 dias, variando conforme a espécie animal
e as condigdes especificas da ferida (THEORET, 2008; SEID & BIRHAN, 2019;
ANANTAMA et al., 2022).

O processo de reepitelizagcao para restaurar a fungao de barreira da pele
comeca imediatamente apds o ferimento, desencadeado pela hipdxia local devido a
coagulagao dos vasos e pela liberagcao de proteina de choque térmico 90a (hsp90a)
e pelos queratindcitos basais (PROVOST, 2019). Os queratinécitos suprabasais, que
revestem a epiderme e seus apéndices, como foliculos capilares e glandulas, iniciam
a migragao para reparar a lesdo. Em poucos dias, ocorre uma regulacgao positiva de
genes que aumenta a proliferagdo celular, acelerando a reepitelizagdo em lesdes
superficiais. No entanto, em feridas onde n&o ha epitélio residual, o processo é mais
lento, dependendo exclusivamente do movimento centripeto dos queratinécitos das
margens da ferida (PROVOST, 2019; LI et al.,, 2023). Os primeiros sinais
macroscopicos de epitelizacdo em feridas corporais de equinos foram observados
somente apos 2 semanas da lesdo (ANANTAMA et al., 2022).

Os queratinécitos, ao responderem a perda de inibicdo por contato e a
exposicao a produtos celulares, como o 6xido nitrico, sofrem alteragdes fenotipicas
que |Ihes permitem migrar e fagocitar detritos. A interagdo entre queratindcitos e
fibroblastos é essencial: os queratindcitos estimulam os fibroblastos a produzirem
fatores de crescimento e citocinas, que promovem a proliferagdo dos queratindcitos.
Durante a migracao, os queratinécitos se destacam das células vizinhas, desenvolvem
pseuddpodes com filamentos de actina, e se ligam a matriz extracelular, permitindo o
movimento celular. No entanto, a migracéo dos queratindcitos requer tecido saudavel;

€ prejudicada por fibrina, produtos inflamatérios e tecido de granulagdo exuberante
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(PROVOST, 2019). Assim sendo, o crescimento do TGE dificulta fisicamente a
migracao dos queratindcitos, pois essas células sao incapazes de cobrir o tecido de
granulagao irregular de rapida proliferagdo (HACKETT, 2011; KAMUS E THEORET,
2018; ANANTAMA et al., 2022).

Em incisbes cirurgicas, o tecido saudavel e a pequena area da superficie da
ferida, apds a sutura, favorecem uma epitelizacao rapida, geralmente em poucos dias.
Ja em lesdes traumaticas abertas, ha um atraso na epitelizacédo devido a necessidade
de remogao do tecido necrético e ao desenvolvimento de um leito de granulagao
saudavel. Queratindcitos liberam colagenases, MMPs e PA para avancar na ferida. A
migracao, que comega apos 4 a 5 dias, € mais eficaz em ambientes umidos, pois evita
0 aumento da crosta, que dificulta o processo (PROVOST, 2019).

Os queratinécitos migram centripetamente pelo leito da ferida até se
encontrarem no centro, momento em que a inibigdo por contato interrompe o
movimento. Nesse ponto, iniciam a restauracao dos estratos da pele saudavel. Anova
epiderme, no entanto, € mais fragil, sem os pinos de rede que a ancoram ao tecido
conjuntivo e, em feridas de espessura total, carece de camada dérmica,
comprometendo a resisténcia e elasticidade. Embora antes se pensasse que
apéndices epidérmicos nao se regeneravam, estudos em camundongos mostraram o
contrario. Por conta dessa fragilidade, a cura apenas por epitelizagdo, sem contragao
da ferida, € subdétima. O tempo de reepitelizacdo completa varia conforme a area e a
localizacao da ferida, especialmente em cavalos (PROVOST, 2019).

Durante a cicatrizagdo por segunda intengéo de uma ferida de espessura total,
a epitelizagdo deve aguardar a formagao de um leito de tecido de granulagdo para
prosseguir. Feridas na area do flanco de equinos epitelizam a uma taxa de 0,2 mm
por dia, em comparagao com uma taxa lenta de 0,09 mm por dia para feridas na
porgéo distal dos membros (SEID & BIRHAN, 2019).

Durante a migragao, as células epiteliais na margem da ferida passam por
alteragdes fenotipicas que favorecem a mobilidade e a atividade fagocitica. Enzimas
degradativas sao ativadas para facilitar a ingestado de coagulos e detritos presentes
ao longo do caminho migratorio. A rota de migragcao é determinada pela presenca de
receptores de integrina na superficie das células epiteliais, que interagem com
proteinas da matriz extracelular (THEORET, 2008; SEID & BIRHAN, 2019).

A medida que novas células epiteliais se sobrepdem as da borda da ferida, a

proliferagdo celular é estimulada para manter o avango da migragao, resultando em
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aumento da espessura do tecido epitelial. Esse processo histoldgico, conhecido como
hiperplasia epitelial, envolve rapida multiplicagao celular, promovendo a recuperagao
da integridade cutanea (THEORET, 2008). As células epidérmicas na margem da
ferida comegam a proliferar 1 a 2 dias ap0os a lesao para repor a frente migratéria, que
corresponde histologicamente a hiperplasia epitelial, pois a mitose celular aumenta 17
vezes em 48 a 72 horas (SEID & BIRHAN, 2019).

2.9 Contragao

Além da epitelizagdo, a contragcdo contribui significativamente para o
fechamento eficaz de feridas de espessura total. Este processo é definido como a
retracao tanto da derme quanto da epiderme ao redor de uma area de pele deficiente,
que ocorre de todos os lados em dire¢ao ao leito da ferida exposta (THEORET, 2008;
SEID & BIRHAN, 2019). A retracéo da ferida € influenciada por fatores como o formato
da lesdo, ocorrendo de forma mais rapida em feridas lineares e de maneira mais lenta
em feridas circulares (SINGH et al., 2017).

A contragao geralmente comecga na segunda semana apos a leséo, quando a
ferida tem uma grande quantidade de fibroblastos, tanto de origem local, quanto
derivados de MSCs da medula éssea. Esse processo, que pode durar varias
semanas, € benéfico por reduzir a area da ferida original em 40% a 80%. O movimento
centripeto da derme e epiderme adjacentes saudaveis sobre a ferida minimiza a area
que precisa de epitelizacdo. Em areas com pele solta, as taxas de contragdo podem
alcancar até 0,75 mm/dia (PROVOST, 2019).

A contracao da ferida envolve uma interacdo altamente coordenada entre a
matriz extracelular, citocinas/fatores de crescimento e células, especialmente um tipo
especializado de fibroblasto conhecido como miofibroblasto. Estes sao os
componentes celulares mais abundantes no tecido de granulagdo saudavel e se
alinham ao longo das linhas de contragdo dentro da ferida. Os miofibroblastos se
destacam por possuirem um sistema microfilamentoso bem desenvolvido. Além
dessas conexdes ceélula-substrato, conexdes intercelulares, como juncgdes
comunicantes e hemidesmossomas, garantem que as células vizinhas exercam
tensdo uma sobre a outra (THEORET, 2008).

A origem dos miofibroblastos ainda ndo é completamente compreendida, mas

diversos precursores foram sugeridos e identificados, como fibroblastos, pericitos de
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musculo liso, células progenitoras mesenquimais residentes, células do tecido
adiposo, fibrécitos circulantes e MSCs provenientes da medula 6ssea (HINZ, 2016).

A diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos é essencial para a
contracao da ferida. O TGF-1, liberado por macréfagos e queratindcitos, € o principal
indutor dessa transicao. A densidade dos fibroblastos e a tensdo mecéanica na MEC
também desempenham fung¢do. A mudancga para o fendtipo de miofibroblasto é
marcada pela aquisicdo de microfilamentos de actina de musculo liso alfa. Os
miofibroblastos formam conexdes com moléculas na MEC, como colageno e
fibronectina, transmitindo forga durante a contracdo. A contracdo desacelera e cessa
quando as bordas da ferida se encontram, a tensdo externa supera a forca dos
miofibroblastos, ou a quantidade desses miofibroblastos diminui, seja por apoptose ou
reverséo ao fenaotipo fibroblastico (THEORET, 2008; PROVOST, 2019).

A contracao da ferida é dividida em trés fases distintas. Uma fase inicial de
retardo, em que as bordas da pele se retraem temporariamente e a area da ferida
aumenta, precede a invasao fibroblastica significativa na ferida, que é um pré-requisito
para a contragdo. Em seguida, ha um periodo de contragdo rapida, seguido por um
periodo de contracdo mais lenta a medida que a ferida se aproxima do fechamento
completo. O numero de miofibroblastos presentes na ferida parece estar relacionado
a necessidade de contracao; portanto, a medida que a reparacéo avanca e a taxa de
contragdo diminui, esse numero também diminui proporcionalmente (THEORET,
2008; SEID & BIRHAN, 2019). A quantidade de miofibroblastos presentes na ferida
parece estar diretamente relacionada a necessidade de contragdo; assim, a medida
que o reparo avanca e a taxa de contragcdo diminui, a quantidade dessas células
também reduz. (SEID & BIRHAN, 2019).

Durante o processo de contragao, a pele ao redor da lesdo se estica devido
ao crescimento enddgeno, resultando em uma aparéncia estrelada da ferida. A
contragao € interrompida quando ocorre um dos trés eventos seguintes: as bordas da
ferida se encontram e a inibicdo do contato interrompe tanto os processos de
epitelizacdo quanto de contragao; a tensédo na pele circundante se iguala ou excede a
forca contratil gerada pelos miofibroblastos ou em feridas crénicas, onde a redugao
de miofibroblastos no tecido de granulagéo pode resultar em falha na contragéo da
ferida, apesar da frouxiddo na pele circundante. Nesse ultimo caso, o tecido de
granulagao é palido e composto principalmente de colageno e substancia fundamental
(THEORET, 2008; SEID & BIRHAN, 2019).
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2.10 Remodelagao e maturacao

A ultima etapa do processo de cicatrizagdo envolve a remodelagéo tecidual.
Ao contrario das fases anteriores, a remodelagdo dos componentes do colageno e da
matriz, como o acido hialurénico e as proteoglicanas, persiste por um longo periodo
apods a lesdo. Este é o periodo no qual os elementos reparativos da cicatrizagao séao
transformados em tecido maduro, com caracteristicas bem diferenciadas (PAGANELA
et al., 2009).

As diferentes fases da reparagdo ndo devem ser vistas como acodes
sequenciais. Cada etapa do processo de cicatrizacdo deve contribuir com seus efeitos
no tempo e na intensidade apropriados. Os mecanismos moleculares que controlam
as diferentes fases da cicatrizacdo ainda nao sao completamente compreendidos. No
entanto, aparentemente, as citocinas desempenham papel crucial como mediadores
celulares. As citocinas sao glicoproteinas de sinalizagéo liberadas pela maioria das
células nucleadas no corpo agem através de receptores especificos na superficie
celular, desencadeando estimulos autdcrinos, paracrinos e endécrinos que resultam
em migracao celular, proliferagao e sintese (THEORET, 2008).

A remodelacéo e a maturagdo da MEC no tecido de granulag&o representam
a fase final da cicatrizagao da ferida (THEORET, 2008; PROVOST, 2019), também
conhecida como maturagdo, e consiste na sintese de tecido conjuntivo, lise e
remodelacdo (THEORET, 2008). Essa fase inicia-se na segunda semana do processo
de reparo e pode se estender até a formacao do tecido cicatricial completo, apds 1 a
2 anos. O tecido cicatricial resultante € 15% a 20% mais fraco do que o tecido original
(Figura 2) (PROVOST, 2019). Esta fase, mediada por metaloproteinases (CALEY et
al., 2015), possibilita a reorganizacao tecidual através do equilibrio entre sintese e
degradacgao de colageno e outras proteinas depositadas e, eventualmente, o tecido
recupera estrutura semelhante a original, pela substituicdo do colageno tipo 1 pelo
colageno tipo 3 (SINGH et al., 2017).
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Figura 2. Mudancgas na tensao da ferida durante as fases de reparagao.
(adaptado - PROVOST, 2019).

Durante essa fase, o acido hialurénico presente na matriz proviséria é
gradualmente substituido por proteoglicanos na MEC, o que reduz a proliferagéo e
migracao dos fibroblastos. O numero de células na MEC diminui lentamente, 8 medida
que os sinais de citocinas e fatores de crescimento diminuem e o conteudo de
colageno aumenta. A angiogénese diminui e a atividade metabdlica da ferida também
reduz (PROVOST, 2019).

O colageno depositado durante a fase de fibroplasia € inicialmente orientado
de forma aleatéria, oferecendo pouca resisténcia ao tecido (PROVOST, 2019). Na fase
de remodelagdo, embora a sintese de colageno continue, a degradagao simultanea,
mediada pelas MMPs, como colagenase e gelatinase, produzidas por macrofagos,
células epiteliais, células endoteliais e fibroblastos, impede o aumento liquido do
conteudo de colageno (BROUGHTON, 2006; PROVOST, 2019). As fibras de
colageno, antes dispostas aleatoriamente, sdo reorganizadas em feixes alinhados ao
longo das linhas de tenséo pelos fibroblastos, aumentando gradualmente a resisténcia
a tracado do tecido (PROVOST, 2019).

O ganho de resisténcia do tecido ocorre de forma gradual: de 20% da

resisténcia do tecido normal em 3 semanas, aumenta para 50% em 3 meses, e chega
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a 70% a 80% da resisténcia do tecido original ao final da maturacédo (PROVOST,
2019).

2.11 Potencial terapéutico da pele de tilapia e pele de ra na regeneragao

de tecidos em equinos

Os enxertos de pele sdo amplamente aplicados para reparo tecidual e sao
classificados como: autogénicos que séao retirados do proprio corpo do individuo, sem
chance de rejeigao imunoldgica, alogénicos que sao retirados de diferentes individuos
da mesma espécie e xenogénicos que sao retirados de uma espécie diferente, mas
comumente levando a imunidade, rejeicdo e transmissdo de doengas; isso é
frequentemente necessario em casos de feridas grandes, mas também pode levar a
rejeicao imunologica (DALL'OLIO, 2022).

Os enxertos bioldgicos obtidos de tecidos como pele sdo descritos como
promotores da cicatrizacao, pois retardam a formacao de tecido cicatricial excessivo.
Eles induzem a resposta inflamatdria suave, favorecem e mantém um ambiente Umido
que facilita a regeneracao e migracao de células epiteliais, além de atuarem como
barreira antibacteriana que protege a ferida contra infeccdes (PAGANELA et al., 2009).

Nas aplicagdes clinicas tanto a pele de tilapia quanto a de ra tém mostrado
resultados promissores no tratamento de feridas complexas, cronicas e queimaduras,
reduzindo a necessidade de substituicdes frequentes de curativos e oferecendo uma
solucdo mais acessivel em comparagdo com outros tratamentos tradicionais. A
facilidade de obtencédo e o baixo custo de producdo sao fatores que favorecem a
aplicagao desses biomateriais, especialmente em regides com recursos limitados
(COSTA, 2020).

Para lidar com os desafios apresentados por feridas complicadas que nao
cicatrizam, os biomateriais tém sido objeto de uma crescente area de investigagao
(SPARKS, 2021; LI et al., 2023), visando apoiar o processo natural de cicatrizagao,
promovendo sinais de cura, migracao e reepitelizagado de células epidérmicas, além

de modular o sistema imunoldgico (SPARKS, 2021).
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2.11.1 Pele de tilapia

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) € a espécie de peixe mais cultivada
no Brasil, destacando-se pela excelente aceitacdo de sua carne no mercado
alimenticio (PEIXE BR, 2021). Entretanto, sua pele ainda €& majoritariamente
descartada como subproduto pela industria.

A pele de tilapia, especialmente da espécie Oreochromis niloticus, tem sido
pesquisada e utilizada como biomaterial para o tratamento de feridas em animais e
humanos. Ela é rica em colageno tipo |, que desempenha papel fundamental na
cicatrizagao, além de possuir alta resisténcia, flexibilidade e biocompatibilidade. Suas
propriedades incluem: hidratacdo e protecado da ferida, pois mantém a umidade do
leito da ferida, criando um ambiente propicio a cicatrizagdo e protegendo contra
contaminacgdes externas; aceleragao da cicatrizacdo, com menos formacao de tecido
cicatricial e granulagdo exuberante; agdo antimicrobiana, atuando na redugao da
contaminacgao bacteriana, contribuindo para recuperacédo mais eficiente (COSTA,
2020).

A pele da tilapia é formada predominantemente pela derme, sem qualquer
camada epitelial. Na regido superficial da derme, as fibras colagenas sdo compactas
e alinhadas de forma paralela, enquanto na porgcéo mais profunda, elas se apresentam
mais espessas, dispostas alternadamente em padrdes paralelos e transversais
(ALVES et al, 2015).

Apresenta caracteristicas microscopicas semelhantes a estrutura morfologica
da pele humana, bem como elevada resisténcia e extensao a tracdo em ruptura. A
utilizacdo da pele de tilapia como curativo biolégico oclusivo no tratamento de
qgueimaduras de segundo grau superficial em pacientes humanos mostrou redugao da
dor, o que contribuiu para um cuidado médico mais humanizado, diminuindo os custos
associados (COSTA, 2020; LIMA-JUNIOR et al., 2020).

Estudos de esterilizagdo por radiagdo gama, conduzidos no Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), demonstraram que as diferentes
substancias utilizadas no processo de esterilizagcdo nao alteraram a estrutura
histolégica da pele da tilapia. Os testes mostraram que as peles irradiadas
apresentaram maior resisténcia a deformacéo sob tracdo e menor alongamento até a
ruptura, de maneira dependente da dose de radiagcdo. Esse comportamento foi

atribuido a organizacdo mais paralela das fibras colagenas, que, em amostras nao
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irradiadas, também se dispdem transversal ou verticalmente, possivelmente
aumentando o alongamento. A disposicao mais paralela dos feixes colagénicos foi
particularmente evidente nas doses de 25 kGy e 35 kGy (ALVES et al., 2015; ALVES
et al.,, 2018; COSTA, 2020). Durante o processo de irradiagdo, as peles foram
inicialmente embaladas individualmente em envelopes plasticos duplos,
hermeticamente selados e submetidas a um processo adicional de esterilizacdo por
radiacao (30 kGy) (LIMA JUNIOR, 2017; ALVES et al., 2018; COSTA, 2020; LIMA-
VERDE, 2021). Antes de aplicar o curativo, a reidratagdo da pele foi realizada em
solugédo salina (LIMA JUNIOR, 2017; MIRANDA & BRANDT, 2019; COSTA, 2020;
LIMA-JUNIOR et al., 2020a; LIMA-VERDE, 2021).

Silva et al. (2019) e Silva (2022) utilizaram em feridas de equinos a pele de
tilapia fresca, que foi imersa em uma solugcdo aquosa de clorexidina a 0,2% por 20
minutos, em seguida lavada com solugao salina a 0,9%, seca com gaze e cortada
para ser aplicada. Ambos os autores observaram que a pele de tilapia oferece
beneficios significativos na cicatrizagdo de feridas crbnicas, promovendo uma
recuperacao mais eficiente e diminuindo a formagdo excessiva de tecido de
granulagao, sem ocasionar efeitos colaterais adversos.

Apos a divulgacgao de relevantes relatos de casos sobre o uso do produto em
humanos com resultados notaveis (COSTA et al., 2017; COSTA et al., 2019; LIMA-
JUNIOR et al., 2019; LIMA-JUNIOR et al., 2020a; LIMA-JUNIOR et al., 2020b),
associada a ampla disponibilidade de matéria-prima, ampliou-se a possibilidade de
sua aplicacdo em diversas areas biomédicas. Essa inovacéo, capaz de ser produzida
com baixo custo, oferece impacto ecoldgico positivo e sustentavel. Dessa forma, o
produto destaca-se por sua vantagem competitiva frente aos concorrentes importados
e por seu alto potencial de insercdo no mercado nacional, gerando beneficios
financeiros e sociais expressivos para o sistema de saude publico e privado do Brasil
(LIMA-JUNIOR et al., 2021).

2.11.2 Pele de Ra

A pele de ra, principalmente de espécies como a Rana catesbeiana, também
tem mostrado potencial como biomaterial para tratamento de feridas. Suas principais
caracteristicas incluem: alto teor de colageno, biocompatibilidade e flexibilidade,

sendo compativel com os tecidos do corpo, facilitando sua integracdo e minimizando
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reacdes adversas, podendo ser facilmente moldada sobre diferentes areas, com efeito
antisséptico, pois apresenta propriedades antimicrobianas naturais (BAZAZ, 2013;
MASHREGHI, 2013).

A pele de ra tem importancia ndo apenas na cicatrizacao de feridas, mas
também no aumento da atividade proliferativa das células epidérmicas e dérmicas,
que sao fundamentais para o processo normal de cicatrizacdo (RAGHAVAN, 2010; LI
et al., 2023). Pesquisas demonstraram que os extratos lipidicos da pele de ras
desempenham um papel importante na proliferagao e diferenciacao de queratindcitos
e células fibroblasticas, contribuindo para esses processos celulares essenciais
(BAZAZ et al., 20115). Foi constatado que o potencial cicatrizante da pele de ras esta,
em grande parte, associado ao seu alto teor de colageno. Um estudo que investigou
a aplicagédo do colageno extraido da pele de rads em culturas celulares revelou
aumento significativo na proliferagéo e aceleragao no crescimento de queratindcitos e
fibroblastos (KUMAR et al., 2002). Um novo peptideo derivado da pele de anfibios, o
OA-RD17, apresentou efeitos terapéuticos promissores na cicatrizagao de feridas,
demonstrados tanto em queimaduras profundas de segundo grau e de espessura total
em camundongos, quanto em feridas cutaneas in vivo de pacientes diabéticos. Esse
peptideo mostrou capacidade de modular importantes mecanismos celulares e
moleculares, incluindo a proliferagdo, migracao e polarizagdo de macrofagos, além de
estimular a proliferacéo e migracéo de queratindcitos (LI et al., 2023).

O curativo Ranafilm é produzido em um processo cuidadosamente controlado
no criadouro, responsavel tanto pelo abate dos animais quanto pela extracao e
preparacao de suas peles. Apés uma selec¢ao criteriosa, exemplares adultos de Rana
catesbeiana tém suas peles retiradas manualmente. Essas peles passam por uma
sanitizacdo e um processo de osmose, seguido da aplicagdo de oOleo extraido dos
depdsitos de gordura do préprio animal. Em seguida, sdo desidratadas em uma estufa
a 38°C e submetidas a uma nova triagem para garantir a qualidade. As peles
selecionadas sao acondicionadas em embalagens plasticas apropriadas, seladas e
esterilizadas por irradiagcdo Gama (20 KGY), assegurando sua segurancga e eficacia.
Antes do uso, o material é reidratado por 10 a 15 minutos em soro fisioldgico, momento

em que se torna o curativo finalizado, conhecido como Ranafilm (OLIVEIRA, 2002).
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212 Equino como modelo experimental em pesquisas na area de

cicatrizagao

Na avaliagao da terapéutica utilizada na pratica clinica, € imperativo que a
seguranga e a eficacia dos tratamentos, sejam confirmadas em modelos
experimentais de cicatrizacdo de feridas. Embora a utilizagdo de roedores, seja o
modelo animal mais popular avaliado, nesta espécie, a cicatrizacdo ocorre
principalmente através da contragdo da ferida, diferindo muito de humanos, cuja
cicatrizagdo ocorre principalmente por proliferagao celular e reepitelizagdo, onde os
processos celulares de cavalos se assemelham mais aos dos humanos. Algumas
condicbes clinicas humanas, como queldides e cicatrizes hipertroficas, se
assemelham ao TGE observado na cicatrizagao de feridas equinas, assim como o
desenvolvimento de feridas cronicas que nao cicatrizam (THEORET, 2013; SPARKS,
2021).

Além disso, foi demonstrado que o modelo de cicatrizacao de feridas em
equinos produz apenas um leve desconforto aos individuos e, mais importante, néo
requer eutanasia apos a conclusao do estudo, reduzindo e refinando assim o uso de
animais na pesquisa, sendo. um modelo pré-clinico excepcionalmente perspicaz,
devido ao seu tamanho, capaz de proporcionar uma nova compreensao e eficacia no
tratamento. Demonstrar a eficacia a cicatrizagcao de feridas em equinos ndo apenas
tem relevancia em termos de aplicagdes meédicas veterinarias, mas também pode
impulsionar significativamente ensaios clinicos em humanos (HARMAN et al., 2021;
SPARKS, 2021).

A pele dos equinos apresenta uma organizagdao semelhante a dos humanos,
com epiderme, derme e tecido subcutaneo, além de possuir anexos cutaneos como
pelos e glandulas sudoriparas e sebaceas, que desempenham papéis importantes na
cicatrizagdo. Além disso, a morfologia da pele, a vascularizagdo e a resposta
inflamatoéria sdo comparaveis as dos humanos, proporcionando resultados mais
relevantes e translacionais para a pesquisa em cicatrizagdo (Figura 3) (HARMAN et
al., 2021).
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Figura 3. Fisiologia da pele humana e do cavalo. (A) Cortes transversais
esquematicos da pele humana (i) e do cavalo (ii). Uma diferencga principal
entre as espécies é a densidade de foliculos capilares. (B) Distribuigdo do
musculo panniculus carnosus em humanos (i) e cavalos (ii), adaptado.
(HARMAN et al, 2021).

A capacidade dos equinos de desenvolver uma variedade de feridas, incluindo
feridas agudas e crénicas, também os torna um modelo util para estudar diferentes
aspectos da cicatrizacdo, como inflamagao, proliferacdo celular, angiogénese,
formacao de tecido de granulagdo e remodelacédo do colageno (THEORET &
WILMINK, 2013). Além disso, a resposta imune pode ser estudada em um contexto
mais proximo do ambiente clinico, o que ajuda a prever melhor a eficacia de

abordagens terapéuticas em humanos (GERBER et al., 2014).



30

Em termos de tamanho e manejo, os equinos oferecem vantagens praticas
significativas para estudos experimentais em comparagdo com outros modelos
animais, como roedores. Sua pele tem uma area maior, o que permite a criagcao de
feridas de tamanhos mais semelhantes as encontradas em humanos, facilitando a
avaliagdo de tratamentos e intervengdes. Além disso, os equinos podem ser
manejados e monitorados com relativa facilidade, tornando-os uma opcéo viavel para
estudos de longo prazo sobre cicatrizagdo e acompanhamento da resposta ao
tratamento ao longo do tempo (HARMAN et al., 2021).

2.13 Termografia Infravermelha

A termografia é uma técnica que utiliza um termégrafo, dispositivo projetado
para captar ondas eletromagnéticas na faixa do infravermelho emitidas pela superficie
de um corpo. Essa tecnologia permite a criagdo de um mapeamento bidimensional
das variacdes de temperatura na pele, funcionando como uma medida indireta para
avaliar o fluxo sanguineo em diferentes regides (WRIGHT et al., 2006; BASILE, 2010).

O calor, sendo uma forma de energia transmitida por essas ondas, pode ser
analisado por meio de cameras termograficas e a temperatura € uma grandeza fisica
que expressa a quantidade de calor presente (BASILE, 2010). Em uma imagem
gerada por um termografo, € possivel visualizar a distribuicdo da temperatura
superficial do corpo, representada por uma escala de cores que geralmente vai do
preto (mais frio) ao branco (mais quente) (WRIGHT et al., 2006; BASILE, 2010).

A expressao "imagem térmica" designa a representacgao grafica da radiagao
eletromagnética emitida por uma superficie, que é posteriormente convertida em uma
imagem perceptivel a visdo humana (REDAELLI et al., 2014).

Tecidos lesionados frequentemente apresentam variagbes na temperatura
devido a alteragbes no fluxo sanguineo, e isso pode ser observado em imagens
térmicas do corpo, o que permite a localizagdo anatbmica de anormalidades. A
elevagao da temperatura superficial esta associada ao aumento do aporte sanguineo
local, seja devido a um aumento na atividade metabdlica ou a alteragdes no sistema
vascular (TUNLEY & HENSON, 2004). Clinicamente, essa elevagédo de temperatura
esta frequentemente relacionada a inflamacéo e, portanto, € uma resposta secundaria
a algum tipo de leséo ou injuria. Por outro lado, a redugéo na temperatura superficial

resulta da diminuicdo da perfusdo tecidual, que pode ser causada por desvios
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vasculares, tromboses, isquemias ou anomalias no sistema nervoso autbnomo
(TUNLEY & HENSON, 2004) ou redugdao no bombeamento sanguineo secundario
(HOFFMANN et al., 2001).

Conforme a Lei de Stefan-Boltzmann, qualquer objeto com temperatura acima
do zero absoluto emitira energia radiante, sendo a quantidade de energia radiante
diretamente proporcional a sua temperatura absoluta. Portanto, a aplicacdo da
termografia infravermelha é justificada pela lei termodindmica que governa a
transferéncia de calor por radiagdo (REDAELLI et al., 2014; SOROKO & HOWELL,
2018).

Para obter imagens térmicas precisas, € importante seguir alguns cuidados
especificos. Isso inclui minimizar a movimentacdo do animal, reduzir a exposi¢cao a
radiacao solar direta, medir a temperatura ambiente e eliminar possiveis artefatos,
como sujeira, poeira ou suor (TURNER, 2001).

A contengdo adequada do animal pode ser alcangada com a ajuda de um
manejador experiente ou em um espacgo de contengédo apropriado, como um brete.
Para minimizar os efeitos da energia radiante externa, a captura das imagens
termograficas deve ser realizada em locais protegidos da luz solar direta. Idealmente,
a temperatura ambiente deve estar em torno dos 20°C, embora qualquer temperatura
seja aceitavel, desde que os animais n&do estejam suando (TURNER, 2001). Para
evitar artefatos na imagem, é possivel realizar a escovagdo da éarea a ser
termografada. No entanto, € importante aguardar aproximadamente 10 minutos apos
a escovagao para permitir a dissipagao do calor gerado (SOROKO & MOREL, 2016).
Uma distancia padrao entre a superficie do equino e a camera deve ser mantida para
todas as imagens, e os equinos devem ter tempo para se acostumarem com o
procedimento (FERREIRA, 2019).

A radiacao infravermelha emitida pela superficie do corpo do animal abrange
comprimentos de onda na faixa de 3 a 50 um. Essa temperatura corporal é
representada por uma imagem colorida no termoégrafo, que mostra os valores de
temperatura correspondentes. Esse método € nao invasivo, pois nao requer contato
fisico com o animal examinado (KADUNC et al., 2020). Um termograma é criado ao
converter sinais infravermelhos em imagens pseudocoloridas no espectro visivel.
Geralmente, os termogramas representam as regides mais quentes em tons de
branco ou vermelho, as areas de temperatura intermediaria em tons de verde e

amarelo, e as areas mais frias em tons de azul e preto (SOROKO & MOREL, 2016).
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Os termogramas passam por avaliacdo visual e sao processados por software
especializado, que pode extrair informagdes uteis, como a temperatura média das
areas selecionadas (SILVA et al., 2022). A perfusdo sanguinea local é um fator
significativo que afeta as variagdes na temperatura corporal. Areas do corpo com
maior atividade metabdlica, como: garupa, cernelha e caruncula lacrimal sdo objetos
de estudos, devido a tendéncia de apresentarem maiores alteragdes de temperatura
(MOURA et al., 2011; TRINDADE et al, 2019; KADUNC et al., 2020).

Atermografia infravermelha tem sido abordada em diversos estudos, incluindo
casos em que ha aumento do fluxo sanguineo, atividade metabdlica do utero e dos
tecidos fetais, podendo ser uma ferramenta valiosa para a detec¢ao de gestagcao em
eguas (DOMINO et al., 2021). As avaliagbes da regido toracolombar e do peso do
cavaleiro foram objeto de estudo por parte de Wilk et al. (2020) e Masko et al. (2021).
Em um estudo que explorou a correlagao entre a termografia infravermelha (Tl) e os
niveis de lactato sanguineo, os resultados indicaram que a Tl pode ser uma
ferramenta complementar as analises de sangue para avaliar como os cavalos de
corrida se adaptam ao aumento da carga de trabalho durante o treinamento
(WITKOWSKA-PILASZEWICZ et al., 2022). No entanto, a maioria das publicacdes se
concentra em pesquisas relacionadas ao sistema locomotor, abrangendo tanto
aspectos fisioldgicos quanto patologicos (YANMAZ et al., 2014; TEIXEIRA NETO et
al., 2020).

Comparada a outros métodos de diagndstico por imagem, a termografia
infravermelha (Tl) € a menos invasiva, pois ndo faz uso de radiacdo, materiais
radioativos ou ondas ultrassénicas, como ocorre em técnicas convencionais. Pode ser
classificada como um método que reflete uma resposta fisioldgica, possibilitando a
analise em tempo real de alteragbes ao longo do tempo, gerando uma imagem
dindmica do objeto avaliado. Essa caracteristica constitui uma vantagem significativa
em relagdo a outras modalidades de imagem, como radiografia, tomografia e
ressonancia magnética, que fornecem apenas representacdes estaticas (REDAELLI
et al., 2014).
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Brasilia (CEUA/UnB) sob o processo SEI n® 23106.027371/2022-70.

3.1 Animais

O estudo foi realizado no Hospital Veterinario de Grandes Animais da
Universidade de Brasilia. A selegao englobou seis cavalos saudaveis, compreendendo
uma fémea e cinco machos castrados, provenientes do curral de apreensao da
SEAGRI-DF, sem dermatopatias. Todos passaram previamente por exames clinicos,
coleta de sangue para hematologia e bioquimica sérica: ureia, creatinina, gama
glutamil transferase (GGT), aspartato aminotransferase (AST) e albumina. Foram
vermifugados com pasta oral a base de ivermectina e praziquantel (Padock Plus NF®,
CEVA, Paulina/SP, Brasil) e receberam dose profildtica de soro antitetanico
(Vencosat®, Vencofarma, Londrina/PR, Brasil) administrado via intramuscular. Apds
os procedimentos cirurgicos, os animais ficaram em baias e/ou piquetes, sendo
mantidos durante todo o experimento em boas condi¢des de higiene, com alimentagao
a base de racdo comercial (Nutrina Equinos Premium®, Nutrina Rag¢des e Minerais,
Brasilia/DF, Brasil), feno de “coastcross” e agua a vontade. Durante todo o periodo
experimental, os animais foram avaliados diariamente com afericdo das frequéncias
cardiaca (FC) e respiratdria (FR), coloragdo das mucosas aparentes, tempo de
preenchimento capilar (TPC), temperatura retal (T°C), motilidade intestinal, atitude e

apetite.

3.2 Preparacgao da pele de tilapia congelada

As peles de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) foram fornecidas pela
Peixaria Ueda e A Peixaria, ambas localizadas na Quadra 408 Sul, em Brasilia/DF. Os
peixes, criados até atingirem um peso aproximado de 800 -1000 g, foram sacrificados
por meio de atordoamento por choque térmico seguido de sangria. Apds o sacrificio,
as peles foram cuidadosamente removidas, higienizadas e cortadas de maneira
padronizada para o processamento posterior, conforme cita Alves (2015) e Lima-Verde
(2021).
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Realizou-se um processo de limpeza utilizando agua corrente para a remogao
de quaisquer impurezas, e os vestigios de tecido muscular foram eliminados com o
uso de bisturi e pingas anatdmicas (Figura 4A). Suas escamas foram mantidas
intactas e foram imersas em solugao fisioldgica 0,9% (Figura 4B). Apés tratadas, foram
cuidadosamente acondicionadas em envelope plastico, para serem submetidas a

congelamento a temperatura de -20°C (Figura 4C).

Figura 4. Processo de preparo para o congelamento das peles de tilapia. (A)
Limpeza e retirada de vestigios de tecido muscular. (B) Limpeza e
imersdo em solucéo fisioldgica 0,9%. (C) Acondicionamento em sacos
plasticos para congelamento.

3.3 Preparacao da pele de tilapia e pele de ra esterilizadas

A origem do fornecimento das peles de tilapia e o inicio do processamento ja
foi citado anteriormente, na preparagéo da pele de tilapia congelada.

As peles de ra foram fornecidas pela Ranajax, uma instituicdo especializada no
cultivo da Rana catesbeiana, sediada em Anapolis-GO. A Ranajax € unidade
especializada no cultivo desta espécie de anuro para produzir produtos e subprodutos
de alta qualidade, em conformidade com o "Cddigo de Conduta Responsavel para a
Sapicultura", documento emitido pela Secretaria de Aquicultura e Pesca da
Presidéncia da Republica (SEAP/PR) em 2002. A pele foi proveniente de animais
sadios abatidos em plantas de processamento industrial inspecionadas pela Agéncia
Federal de Inspecao, que fiscaliza a carne e os subprodutos, incluindo a pele. Sapos
pesando aproximadamente 180 g foram sacrificados humanamente na fazenda de
ras, e a pele, incluindo a do corpo e extremidades foi removida.

As peles foram entdo divididas longitudinalmente em sublotes de 1 kg,
armazenados a 2°C. Apds aquisicdo das peles e processo de limpeza, como citados
anteriormente, realizou-se a secagem destas utilizando um desidratador. Para isto,

placas de metal limpas com agua e sabao neutro receberam uma camada de d6leo de
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peixe ou ra que proporcionou hidratagcdo necessaria as peles. Em um ambiente
controlado, as placas foram expostas a temperatura de 28°C, durante 45 minutos,
para permitir que as peles se soltassem das placas. Apds essa fase, as peles
passaram por um processo de resfriamento antes de serem embaladas em papel grau
cirargico, que foi selado e encaminhado para esterilizagdo com raios gama Co-60
(energia gama de aproximadamente 1,25 MeV), em um irradiador Gammacell GC220
irradiador MDS Nordion (Canadd), a uma taxa de dose de aproximadamente
1,44kGy/h, com uma dose total de 25kGy. A esterilizagdo ocorreu no Laboratério de
Radiagdo Gama (GAMALAB), do Departamento de Energia Nuclear da Universidade
Federal de Pernambuco — Recife/PE (Figura 5). O mesmo procedimento ocorreu com

as peles de tilapia.

Figura 5. Pele de ra embalada em papel cirurgico, esterilizada
por raios gama.

3.4 Realizagao das feridas

Os equinos foram submetidos a jejum alimentar de 12 horas e hidrico de 6
horas. A tranquilizacao foi realizada utilizando cloridrato de xilazina a 10%
(Equisedan®, J.A. Saude Animal, Patrocinio Paulista/SP, Brasil), na dosagem de
1mg/kg, via intravenosa. Realizou-se tricotomia em ambos os lados da regido
toracolombar, cranial a tuberosidade coxal e ventral aos processos transversos das
vértebras lombares L1-L6, e antissepsia com iodopovidona degermante e alcool 70%
(Figura 6A). Logo apos, foi desenhado o molde com auxilio de caneta cirurgica a base
de violeta e realizada a medi¢gdo com régua estéril (Figura 6B), e realizado anestesia
local infiltrativa com lidocaina 2% sem vasoconstritor (Cloridrato de lidocaina 2%®,

Hipolabor Farmacéutica, Belo Horizonte/MG, Brasil). Em ambos os lados da regido
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toracolombar, cranial ao sacro e ventral ao processo transverso das vértebras
lombares (L1-L6), foi realizada incisao de pele, com auxilio de bisturi com |amina n°
24, com retirada de quatro retalhos cutaneos, no formato quadrado, com 3 cm de cada
lado, espagados a 5 cm cada um. Todas as feridas foram confeccionadas utilizando-
se um molde de material esterilizavel, quadrangular de 3 cm, para a remogao do
fragmento de pele. A profundidade das incisdes incluiu pele e tecido subcutaneo,

deixando evidente a fascia da musculatura (Figura 6C).

Figura 6. Realizac&o das feridas cutaneas nos equinos: (A) Antissepsia do local;
(B) Marcagéao dos moldes; (C) Incisao no formato quadrado de 3cm de
lado e feridas realizadas.

3.5 Tratamentos

Os animais foram escolhidos aleatoriamente para as avaliagcbes macro e
microscopicas, em trés cavalos o lado direito foi utilizado para avaliagao clinica da
ferida e o lado esquerdo para avaliagdo microscoépica, sendo que nos outros trés
animais, realizou-se o procedimento inverso. A randomizacgao foi realizada utilizando
um dado para garantir a alocagao imparcial dos tratamentos. Para cada animal, os
numeros do dado foram previamente atribuidos para representar o lado esquerdo e o
lado direito. O lado a ser tratado com cada intervengao foi determinado pelo resultado
do langamento do dado. Para a distribuicdo dos grupos experimentais em suas
respectivas posigdes, foi empregada a mesma estratégia, utilizando o dado para
definir a sequéncia de alocacgéo.

Os tratamentos das feridas foram escolhidos aleatoriamente. As feridas do
grupo controle (GC) foram tratadas com a solugéo de ringer lactato e curativo com
duas gazes sobrepostas e esparadrapo. No momento de se aplicar a pele na ferida, a
pele de tilapia congelada era retirada do congelador e deixada imersa em solugao de

ringer lactato com 0,2% de clorexidine, por 20 minutos, para remover qualquer



37

sujidade, assim como descrito por Silva et al. (2019). Depois foi lavada com solugao
de ringer lactato e secada em compressa estéril, cortando-a do tamanho da ferida.
Realizou-se bandagem da ferida com gaze, esparadrapos e atadura. No momento da
aplicacao da pele de tilapia ou de ra esterilizadas, se abria a embalagem estéril,
cortava-se os quadrados do tamanho da ferida, deixando-as imersas em solugao de
ringer lactato por 2 minutos, sendo secas em compressa estéril e aplicada na ferida,
realizando-se a bandagem com gaze e esparadrapo.

Nos GPR, GPTE e GPTC, o curativo foi realizado todos os dias até o D7
trocando-se as peles e depois do D7, a troca somente era realizada quando a pele se
desprendia da regido da ferida ou quando a ferida estava com exsudato. Todas as
feridas foram limpas com solugéo de ringer lactato.

O curativo consistiu na aplicagdo de duas gazes sobrepostas, fixadas por
esparadrapo (trés fitas posicionadas verticais entre cada grupo, uma cranial e outra
caudal as feridas e outras duas na posigao dorsal e ventral a cada uma delas) (Figura
7A), gazes percorrendo o dorso para evitar que o esparadrapo ndo grudasse aos pelos
e provocasse dor e incObmodo ao animal ao serem retirados e complementadas pela
aplicacao de ataduras, as quais foram dispostas de modo a cobrir integralmente a
regido dorsal e abdominal dos animais (Figura 7B).

Todos os seis equinos receberam fenilbutazona (Equipalazone®, CEVA,
Paulinia/SP, Brasil) na dose de 4,4 mg/kg, SID e dipirona (D-500®, Zoetis,
Campinas/SP, Brasil) na dose de 25mg/kg, BID, via intravenosa imediatamente no

pos-cirdrgico e durante trés dias, para controle de dor e edema.

Figura 7. (A) Disposicdo dos esparadrapos e gazes utilizados no
curativo (B) Feridas recobertas por atadura.

3.6 Avaliacao clinica e fotografica das feridas
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Foram realizadas avaliagdes clinicas e fotograficas no dia da intervengao
cirargica (DO) e posteriormente no terceiro (D3), sétimo (D7), décimo quarto (D14),
vigésimo primeiro (D21) e vigésimo oitavo (D28) dias. No decorrer da avaliagcédo
clinica, foram observados: edema, hiperemia, hemorragia local, formag¢ao de crosta,
formagao de coagulo, natureza e quantidade de exsudato, desenvolvimento de tecido
de granulacdo e processo de epitelizagcdo. Através da observacao fotografica,
utilizando-se réguas (Figura 8), para identificar a data da avaliagéo, o nome do animal,
o lado da ferida no dorso e o grupo de tratamento correspondente, foram realizadas
analises objetivas das seguintes medidas: determinagao da area da ferida e a taxa de
contracdo. A determinacao da area da ferida foi realizada usando o Software Image J
(Wayne Rasband National Institutes of Health, EUA). O grau de contragédo foi
calculado conforme a formula proposta por Ramsey et al. (1995): taxa de contragéo
(%) =100 x (FO - FA)/FO, onde FO representa a area original da ferida imediatamente
apos sua produgédo e FA representa a area da ferida no tempo de avaliagao (0, 3, 7,

14, 21 ou 28 dias) expresso em porcentagem.

Figura 8. Avaliacéo fotografica com uso de régua de identificagéo.

3.7 Avaliagao histopatologica

A avaliacao histolégica foi realizada no dia da cirurgia (D0O) e nos dias (D3),
(D7), (D14), (D21) e (D28), retirando-se fragmentos abrangendo os limites da ferida e
tecido integro, utilizando-se um punch de 6 mm de diametro, realizando-se um botao
anestésico previamente, com 1mL de lidocaina a 2%, sem vasoconstritor (Cloridrato
de lidocaina 2%®, Hipolabor Farmacéutica, Belo Horizonte/MG, Brasil). Os
fragmentos foram retirados centralizados em sentido horario, evitando-se areas
previamente submetidas a procedimentos de bidpsia. Apds a remogao, os fragmentos

foram imersos em frascos contendo formol a 10%, e encaminhados ao laboratério de
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Patologia Veterinaria da Universidade de Brasilia, onde foram removidos para alcool
70%, corados com hematoxilina e eosina, sendo confeccionadas laminas. Na analise
microscopica avaliou-se a inflamacéao: relagao de neutréfilos, eosinofilos e mondécitos;
proliferacdo celular: fibroblastos e neovascularizacdo, e presenca de Ulceras e
hemorragia, comparando-se os tratamentos. Objetivando-se padronizar os
parametros avaliados, foi instituida uma escala para avaliar os aspectos de inflamagao
e proliferagdo, sendo (-) raros ou ausentes, (+) discreto, (++) moderado e (+++)
acentuado.

A avaliagao da dor foi realizada por meio da observagao dos animais no brete
e seu comportamento, considerando parametros como postura, movimentacgao,

expressao facial, reatividade durante a realizagdo da limpeza, no curativo.

3.8 Avaliacao termografica

O registro da imagem termografica de cada ferida dos animais foi realizado
no dia da cirurgia (DO) e nos dias (D3), (D7), (D14), (D21) e (D28), do lado da avaliagao
clinica, com o objetivo de detectar algum aumento de temperatura local, condizente
com um processo inflamatério e correlacionar esses achados juntamente com os
laboratoriais. Foi utilizado um termégrafo modelo T420 (FLIR®) e o software FlirTools
com resolucao de 320 x 240 pixels, sensibilidade térmica de 0,04°C e faixa de captura
de temperaturas entre -20°C e 650°C.

A demarcagéo das areas para registro das temperaturas de interesse, foram
feitas com uso do software Flir Tools® (v5.13, FLIR Systems) por meio das
ferramentas elipse (elipse measurement) e caixa (box measurement). As areas de
temperaturas mesuradas foram: dentro da ferida, em volta da ferida e na borda da
ferida (Figura 9). Foram realizados trés registros de cada regido, sendo escolhido para

a analise oa com melhor definigdo e nitidez.
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Figura 9. Avaliacao termografica dentro da ferida (A), em volta da ferida (B) e
na borda da ferida (C).

Para se obter imagens térmicas confiaveis, foram observados alguns
cuidados como a contengado minima do animal, restricdo da energia radiante externa,
mensuragao da temperatura ambiente e a remogao de artefatos, como serragem,
lama, poeira ou suor. A contencao foi realizada em um brete, que para ter efeitos
reduzidos da energia radiante, em area de sombra, protegida de correntes de ar, assim
como descrito por TURNER (2001). Foi padronizada a avaliagédo termografica, sempre
no periodo da manha, até as 10 horas, para que a temperatura ambiente estivesse na
faixa dos 20°C. Antes da realizacao das feridas cirurgicas, a fim de se evitar artefatos
na imagem, foi realizada escovacdo do dorso do animal, cronometrado 10 minutos
sem qualquer intervencgao sobre o animal, visando a estabilizagao do calor transitério
gerado pela escovagao, conforme indicagdo de SOROKO & HOWELL (2018), assim
como as imagens térmicas, que foram obtidas em seguida, considerando a distancia
de 1 m entre a camera e as feridas, em um angulo perpendicular (90°) a regido alvo.

Nas mensuragdes pos-operatorias, 10 minutos antes da realizagcdo das
imagens térmicas a bandagem foi removida, com a retirada manual de debris ndo

aderidos sem causar sangramento para avaliagdo termografica.

3.9 Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a analise de normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Em seguida, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, considerando o dia
de experimento e o tratamento (GC, GPR, GPTE e GPTC) como variaveis fixas. Para
destacar diferencas significativas, foram conduzidos testes de Wilcoxon em pares.
Todas as analises foram executadas no software SAS (v9.4, Cary, Carolina do Norte),

adotando um nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagao fisica e macroscoépica das feridas

Em todo periodo experimental, os animais n&o apresentaram alteragdes na
avaliacao fisica, nos parametros de FC, FR, TPC, T°C, motilidade e atitude, que
pudessem ser associadas as feridas cirurgicas. Durante a realizagdo das feridas e
bidpsias, as variaveis cardiorrespiratorias mantiveram-se estaveis durante todo o
procedimento, sugerindo que o bloqueio anestésico foi satisfatorio, pois sinais
de estimulo simpatico, como taquicardia ou taquipnéia, nao foram evidenciadas.
Paralelamente, durante a realizacdo do procedimento, ndo ocorreram alteracdes
comportamentais que pudessem ser sugestivas de sensagdo dolorosa, sendo
possivel a observagcdo de que todos os animais apresentaram-se pouco reativos
ao ambiente, com comportamento calmo e tendéncia a sonoléncia.

Do primeiro ao sétimo dia as feridas apresentaram edema e sensibilidade, e
0s animais ficaram mais reativos para realizar os curativos, no entanto os parametros
se mantiveram dentro da normalidade estabelecida para a espécie equina. Durante a
realizagcao das biopsias, os animais ndo apresentaram dor durante o procedimento,
mas tinham mais reatividade ao toque nas regides periféricas nos primeiros 7 dias,
mesmo com a utilizacido da fenilbutazona no pds-operatorio.

Na avaliagdo macroscoépica das feridas observou-se nos primeiros 7 dias,
sangramento, coagulos, exsudato e crostas, em todas as feridas de todos os grupos,
sendo mais evidentes em GPTC. Foi observado que o processo inflamatoério agudo se
evidenciou até o D7, demonstrando-se macroscopicamente com a expansao da ferida,
formagao de tecido de granulagao, exsudato, edema, calor e sensibilidade. O tecido
de granulagao foi notado no D7, em todos os grupos e o tecido de epitelizagao a partir
do D14 iniciando a redug¢ao no tamanho da ferida, porém no GPTC com mais retardo.
No D28 observou-se mais de 80% de cicatrizagdo das feridas e maior area de tecido

de epitelizagao (Figura 10).
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Figura 10. Imagens fotograficas das feridas dos grupos controle (GC), grupo pele de
tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE) e
grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21
(D21), 28 (D28), no Animal 2.

4.2 Area da ferida e taxa de contragio

Em relagado a area da ferida, observou-se aumento nao significativo no D7 no
GC e GPTC, e 0 GPTC apresentou a maior area no D14, em comparagao ao GC. Em
relagdo ao tempo, todos os grupos apresentaram diminuigao significativa da area da

ferida em relacéo ao DO, a partir do D14 (Tabela 1).

Tabela 1. Tabela estatistica da média e desvio padréao da area das feridas dos
grupos controle (GC), grupo pele de ra (GPR), grupo pele de tilapia
congelada (GPTC) e grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE), nos
dias 0 (DO0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).
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Area da ferida
Tempo GC GPR GPTC GPTE

Média DP Média DP Média DP Média DP
0 10,38a 1,26 10,91a 1,85 10,74a 1,33 10,34a 1,57
3 9,32a 2,39 9,90a 2,04 10,16a 1,81 9,19a 1,39
7 10,51a 2,70 10,79a 268 1263a 2,96 10,19a 2,11
14 3,7bA 1,14 4,69bAB 1,06 6,50bB 1,32 4,28bAB 1,03
21 1,39bc 0,89 2,15¢c 0,86 3,75¢c 1,43 1,84bc 0,85
28 0,52c 0,45 1,07c 0,89 2,37c 0,51 0,95¢c 0,58

abc. | etras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas pelo teste de
Tukey (p<0,05). A, B Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Observou-se efeito negativo na taxa de contracédo devido aumento da area da
ferida no D7 no GC e GPTC e diferenca significativa da taxa de contragao da ferida,
em todos os grupos, a partir do D14. O GPTC apresentou menor taxa de contragéo
significativa em relacdo ao GC nos D14 e D21. Apesar de nao haver diferenca
significativa, o GC apresentou maior taxa de contragao a partir de D14, seguido do
GPTE, GPR e GPTC (Tabela 2).

Tabela 2. Tabela estatistica da média e desvio padrao da taxa de contragdo das
feridas dos grupos controle (GC), grupo pele de ra (GPR), grupo pele de
tilapia congelada (GPTC) e grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE), nos
dias 0 (DO0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).

Taxa de contragao

Tempo GC GPR GPTC GPTE
Média DP Média DP Média DP Média DP
3 10,68a 18,06 8,99a 13,54 5,57b 10,90 10,62a 9,57
7 -0,42a 18,37 1,70a 17,70 -16,36a 15,19 2,21a 6,76
14 64,44bB 9,92 57,19pAB 6,43 39,78cA 7,61 58,65bAB 7,87
21 86,55cB 8,23 80,30cAB 7,23 65,23dA 11,54 82,31dAB 7,23
28 94,98c 4,23 89,99c 8,40 77,85d 4,63 91,26d 4,94

abe, | etras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas pelo teste de
Tukey (p<0,05). A, B Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas
pelo teste de Tukey (p<0,05).



4.3 Avaliagao histopatolégica

4.3.1 Polimorfonucleares
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Na avaliacdo histopatologica todos os dados foram contabilizados e

analisados pelo Laboratoério de Patologia Veterinaria da UnB, por meio de microscopia

com a realizacédo de microfotografias, e analise quantitativa dos dados.

Na avaliagdo da inflamacgao, observou-se aumento significativo de PMNs em

todos os grupos no D3, permanecendo aumentado no D7 no GC, e até D28 no GPTC.

O GPTC apresentou aumento significativo de PMNs, em relagao aos outros grupos no
D3 e D28, ao GPR e GPTE no D7 e D14 (Tabela 3) (Figura 11 a 13).

Tabela 3. Média e desvio padrao da inflamagdo PMNs dos grupos controle (GC),
grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE) e grupo pele de ra, nos dias 0 (DO0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14),

21 (D21), 28 (D28).

Polimorfonucleares

Tempo GC GPR GPTC GPTE

Média DP Média DP Média DP Méedia DP
0 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00
3 2,00bA 155 2,00bA 0,63 3,00cB 0,00 2,16bAB 0,75
7 2,00pB 0,63 1,00abA 0,63 2,17bcB 0,41 0,83aA 0,41
14 1,00abAB 0,63 0,33aA 0,52 1,83bB 0,41 0,83aA 0,75
21 0,67a 0,52 0,33a 0,52 1,16b 0,75 0,83a 0,52
28 0,00aA 0,00 0,50aAB 0,55 1,96bB 0,98 0,00aA 0,00

abc. | etras minlsculas diferentes na mesma coluna significam diferengas significativas pelo teste de
Tukey (p<0,05). A, B Letras maiusculas diferentes na mesma linha significam diferencas significativas

pelo teste de Tukey (p<0,05).P=0,045 — Interag&o: Tempo x TTO
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Do D3 D7 D14 D21 D28

= GC =B GPR =flle=GPTC et GPTE

Figura 11: Média de PMNs dos grupos controle (GC), grupo pele de tilapia
congelada (GPTC), grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE) e
grupo pele de ra, nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21
(D21), 28 (D28).
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Figura 12. Imagem histolégica da ferida do grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE) no D7, com inflamagdo minima (Letra 1) e discreta
fibroplasia (inicio de cicatrizagao representado pela seta preta). HE,

objetiva de 10x. Animal 4
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Figura 13. Imagem histoldgica da ferida do grupo controle (GC) (A) e do grupo pele
de tilapia congelada (GPTC) (B) no D7, com inflamagdo de
polimorfonuclear intensa com debris celulares (circulo preto), hemorragia
(*) e edema (setas vermelhas). HE, objetiva de 10x. Animal 4.

4.3.2 Avaliagao dos mondcitos

Na avaliagdo dos mondcitos houve aumento significativo no GPR a partir do
D14, no GPTE a partir do D21, no D21 no GC e no D28 no GPTC. Observou-se
diferenga entre os grupos. O GPR apresentou a maior média em relagdo aos outros
grupos no D14, e o GPTC e o GC apresentaram as menores médias nos D21 e D28

respectivamente (Tabela 4) (Figura 14 e 15).

Tabela 4. Média e desvio padrdo de mondcitos das feridas dos grupos controle (GC),
grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14
(D14), 21 (D21), 28 (D28).

Mondcitos
Tempo GC GPR GPTC GPTE
Média DP Média DP Média DP Média DP
0 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00
3 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00
7 0,00a 0,00 000a 0,00 0,16a 0,41 0,00a 0,00
14 0,33abAB 0,52 0,66bB 0,52 0,00aA 0,00 0,16abA 0,41
21 0,83bB 0,41 0,83bB 0,41 0,16aA 0,41 0,66bcB 0,52

28 0,33abA 0,52 0,83bB 0,41 0,83bB 0,75 1,00cB 0,00

abc. | etras minUsculas diferentes na mesma coluna significam diferencas significativas pelo teste de
Tukey (p<0,05). A,B Letras maiusculas diferentes na mesma linha significam diferengas significativas
pelo teste de Tukey (p<0,05).p=0.033 Tempo x Tratamento
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Figura 14: Média de mondécitos das feridas dos grupos controle (GC), grupo pele de
tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE) e
grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (DO0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21
(D21), 28 (D28).

Figura 15. Imagem histolégica da ferida do grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE) no D28, com fibroplasia intensa, com neovascularizagao e
infiltrado inflamatério mononuclear discreto (circulo). HE, objetiva
de 10x. Animal 4.

4.3.3 Edema

Em relagcdo ao edema observou-se aumento significativo no D3 em todos os

grupos, mantendo-se elevado até D14 no GC e até D21 no GPTC. Observou-se
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menor edema no GPR no dia D3 em relacdo ao GPTC, no D7 no GPR e GPTE em
relacdo ao GC e GPTC e maior edema no GPTC em relagao ao GPR e GPTE no D14

e em relagdo a todos os outros grupos no D21(Tabela 5) (Figura 16).

Tabela 5. Média e desvio padrdo do edema das feridas dos grupos controle (GC),
grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (DO0), 03 (D3), 07 (D7), 14
(D14), 21 (D21), 28 (D28).

Edema
Tempo GC GPR GPTC GPTE

Média DP Média DP Média DP Média DP
0 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00
3 2,33cAB 0,82 2,00bA 0,00 2,83cB 041 2,16bAB 0,41
7 2,00cB 0,89 0,50aA 0,555 1,66bB 052 0,66aA 0,82
14 0,83bAB 0,75 0,33aA 0,82 1,50bB 0,55 0,50aA 0,55
21 0,00aA 0,00 0,16aA 041 1,33bB 0,52 0,00aA 0,00
28 0,00a 0,00 0,16a 041 0,50a 0,55 0,00a 0,00

abc | etras mindsculas diferentes na mesma coluna significam diferengas significativas pelo teste de
Tukey (p<0,05). A, B Letras maiusculas diferentes na mesma linha significam diferencas
significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).P=0,0002 Tempo x Tratamento
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Figura 16: Média do edema das feridas dos grupos controle (GC), grupo pele
de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),

14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).
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4.3.4 Hemorragia

Observou-se hemorragia apenas nos primeiros 7 dias em todos os grupos, se

estendendo até o D14 no GC e GPTC. No D3 observou-se menor hemorragia

significativa no GPR em comparagdo com o GC e GPTC, e no D14 no GPR e GPTE
(Tabela 6) (Figura 17).

Tabela 6. Média e desvio padrao da avaliacao da hemorragia das feridas dos grupos

controle (GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07
(D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).

Hemorragia
Tempo GC GPR GPTC GPTE

Média DP Média DP Média DP Média DP
0 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00
3 1,50cB 0,55 0,83bA 0,75 1,50bB 0,55 1,16bAB 0,41
7 0,16a 0,41 0,16a 0,41 0,00a 0,00 0,16a 0,41
14 0,83bB 0,41 0,00aA 0,00 0,33aAB 0,52 0,00aA 0,00
21 0,00a 0,00 0,16a 0,41 0,16a 0,41 0,00a 0,00
28 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00

abc. | etras minlUsculas diferentes na mesma coluna significam diferengas significativas pelo teste de
Tukey (p<0,05). A, B Letras maiusculas diferentes na mesma linha significam diferencgas significativas
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 17: Média da avaliagdo da hemorragia das feridas dos grupos controle
(GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de
tilapia esterilizada (GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0
(D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).
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4.3.5 Neovascularizagao

Em relac&o a neovascularizagdo, observou-se aumento significativo em todos

0s grupos a partir do D7 (Tabela 7) (Figura 18 e 19).

Tabela 7. Média e desvio padrdo da neovascularizacdo das feridas dos grupos

controle (GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de
tilapia esterilizada (GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (D0), 03
(D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).

Neovascularizacao

GC GPR GPTC GPTE

Tempo  Média DP Média DP Média DP Média DP
0 0.00a 0.00 0.00a 0.00 0.00a 0.00 0.00a 0.00
3 0.00a 0.00 0.00a 0.00 0.00a 0.00 0.00a 0.00
7 1.33b 1.03 1.66b 0.52 0.83b 0.75 1.33b 0.82
14 1.66b 0.52 1.50b 0.55 2.00d 0.63 1.66b 0.52
21 1.16b 0.41 1.16b 0.41 1.66¢cd 0.52 1.16b 0.41
28 1.00b 0.00 1.16b 0.41 1.16bc 0.41 1.000b 0.00

abe, | etras mindsculas diferentes na mesma coluna significam diferengas significativas pelo teste de
Tukey (p<0,05). A, B Letras maiusculas diferentes na mesma linha significam diferengas significativas
pelo teste de Tukey (p<0,05). P<0.0001 Efeito de Tempo

Figura 18. Imagem histoldgica da ferida do grupo controle (GC) no D28, com

intensa fibroplasia com discreta neovascularizagao (circulo). HE,
objetiva de 10x. Animal 4.
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Figura 19. Imagem histolégica da ferida do grupo pele de tilapia congelada
(GPTC) no D28, apresentando inflamagao de polimorfonuclear
intensa (representado pela seta preta) com discreta fibroplasia
(circulo), neovascularizagédo (representado pela letra N) e
hemorragia (*). HE, objetiva de 10x. Animal 4.

4.3.6 Avaliacao da fibroplasia

Na fase proliferativa do processo de cicatrizagdo, observou-se (Tabela 8)
aumento significativo da fibroplasia em todos os grupos a partir de D7, e maior taxa
de fibroplasia no GPR no D7 e D14 em relagdo ao GC e GPTC, e menor taxa de
fibroplasia no GPTC em relacéo a todos outros grupos nos dias D14 a D28.

O GPTC apresentou no D28 inflamacdo com presenca intensa de PMNs,

discreta fibroplasia, neovascularizacdo e hemorragia (Figura 20 a 22).
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Tabela 8. Média e desvio padrao da fibroplasia das feridas dos grupos controle (GC),
grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14
(D14), 21 (D21), 28 (D28). (p<0.0001 Tempo x Tratamento)

Fibroplasia
Tempo GC GPR GPTC GPTE
Média DP Média DP Meédia DP Média DP
0 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,00a 0,00
3 0,00a 0,00 0,6a 0,41 0,00a 0,00 0,00a 0,00

7 0,66bA 0,52 1,50bB 0,55 0,66bA 0,52 1,00bAB 0,63

14 2,16cB 0,75 2,83cC 0,41 1,00bA 0,00 2,50cBC 0,55
21 3,00dB 0,00 3,00cB 0,00 1,83cA 0,41 2,83cB 0,41
28 3,00dB 0,00 3,00cB 0,00 2,00cA 0,63 3,00cB 0,00

abc. | etras minusculas diferentes na mesma coluna significam diferencas significativas pelo teste de
Tukey (p<0,05). A, B Letras maiusculas diferentes na mesma linha significam diferencgas significativas
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 20: Média da fibroplasia das feridas dos grupos controle (GC), grupo
pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia esterilizada
(GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).
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Figura 21. Imagem histolégica da ferida do grupo pele de ra (GPR) no D7,
apresentando inflamagcdo minima com discreta fibroplasia
(circulo). HE, objetiva de 10x. Animal 4.

Figura 22. Imagem histoldgica da ferida do grupo pele de ra (GPR) no D28,
com fibroplasia intensa com neovascularizagdo e infiltrado
mononuclear discretos (circulo). HE, objetiva de 10x. Animal 4.

4.4 Avaliagao termografica

Na termografia, foram realizadas trés avalia¢gdes em locais distintos: dentro da

ferida, na borda da ferida e em volta da ferida.
4.4.1. Avaliagao termografica dentro da ferida
Na avaliagao termografica dentro das feridas nao houve diferenca significativa

entre os grupos analisados, com aumento significativo em todos os grupos entre D3 e
D7, persistindo até D14 no GPTC, e até D28 no GPTE (Tabela 9) (Figuras 23 a 26).
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Tabela 9. Média e desvio padrdao da temperatura dentro das feridas dos grupos
controle (GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07
(D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).

Temperatura dentro das feridas

Tempo GC GPR GPTC GPTE

Média DP Média DP Média DP Média DP
0 31,23a 1,42 3121a 155 3095a 149 31,21a 1,25
3 34,08b 1,08 34,53b 1,15 34,20c 0,96 34,51c 0,77
7 34,65b 0,76 34,50b 0,92 3496c 1,24 3423¢ 1,28
14 31,63a 1,17 31,856a 1,17 32,10b 1,41 32,13ab 2,18
21 32,63ab 1,63 32,05a 1,31 32,08ab 1,77 32,40b 0,85
28 33,46ab 245 32,60a 1,90 3191ab 1,74 33,28bc 1,92

a.b.¢ | etras diferentes na mesma coluna apresentam diferengas significativas (P< 0,05) no teste de
Tukey.
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Figura 23. Temperatura avaliada com termdégrafo, na regido interna das
feridas, entre os grupos GC, GPR, GPTC e GPTE, de acordo
com os dias de tratamento analisados DO, D3, D7, D14, D21
e D28.
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Figura 24. Temperatura avaliada com termografo, dentro das feridas, entre
os grupos GC, GPR, GPTC e GPTE, de acordo com os dias de
tratamento analisados DO, D3, D7, D14, D21 e D28.

Animal 3 - DO D3 D7 D14 D21 D28
GC
= ,
M ‘
OOA ' r

GPTE

-
«
®

3
6o
&

"L

Ok )

@
®
-
.

89|

Figura 25. Imagem termografica na regido interna das feridas do Grupo controle
(CG), Grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia
congelada (GPTC), e Grupo pele de ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3),
07 (D7), 14 (D14), 21 (D21) e 28 (D28), do Animal 3.
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Figura 26. Imagem termografica na regi&o interna das feridas do Grupo pele
de tilapia esterilizada (GPTE), no dia 14 (D14), do Animal 3.

4.4.2. Avaliagao termografica na borda da ferida

Na avaliacdo termografica na borda das feridas nao houve diferenca
significativa entre os grupos analisados, com aumento significativo em todos os
grupos entre D3 e D7 (Tabela 10) (Figura 27 a 29).

Tabela 10. Média e desvio padrdao da temperatura na borda das feridas dos grupos
controle (GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC), grupo pele de

tilapia esterilizada (GPTE) e grupo pele de ra (GPR), nos dias 0 (D0), 03
(D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).

Temperatura na borda das feridas

Tempo GC GPR GPTC GPTE
Média DP Média DP Média DP Média DP
0 31,92a 1,09 31,85a 1,12 31,98a 1,13  31,88a 1,08
3 35,71b 099 3593b 0,79 3598 0,75 3590b 0,97
7 36,07b 0,73 3580b 0,92 3591b 0,97  35,75b 1,03
14 34,45ab 1,46 34,72ab 1,76 34,68ab 1,41 34,61ab 1,69
21 34,66ab 1,40 34,75ab 1,39 34,69ab 1,37 34,90ab 1,02

28 34,21a 265 33,84ab 2,04 33,92ab 2,24 34,16ab 1,96
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. Temperatura avaliada com termdgrafo, na borda das feridas,
entre os grupos GC, GPR, GPTC e GPTE, de acordo com os
dias de tratamento analisados DO, D3, D7, D14, D21 e D28.
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. Comparagéao dos grupos GC, GPR, GPTC e GPTE de acordo
com os dias de tratamento analisados DO, D3, D7, D14, D21
e D28, com diferenca de temperatura na borda da ferida.
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Figura 29. Imagem termografica na regido da borda da ferida do Grupo pele
de tilapia congelada (GPTC), no dia 07 (D07), do Animal 6.

4.4.3. Avaliagao termografica em volta da ferida

Na avaliagdo termografica em volta das feridas ndo houve diferenca
significativa entre os grupos analisados, com aumento nao significativo em

todos os grupos no D3 e redugédo a partir de D7 (Tabela 11, Figura 30).

Tabela 11. Média e desvio padrao da temperatura em volta das feridas dos
grupos controle (GC), grupo pele de tilapia congelada (GPTC),
grupo pele de tilapia esterilizada (GPTE) e grupo pele de ra (GPR),
nos dias 0 (DO0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21), 28 (D28).

Temperatura em volta das feridas

Tempo GC GPR GPTC GPTE
Média DP Média DP Média DP Média DP
0 33,71 1,15 33,94 1,24 33,50 1,01 33,74 1,12
3 35,96 1,61 36,45 1,05 36,66 0,95 36,35 1,13
7 36,35 1,00 36,11 1,14 36,52 0,77 36,20 1,02
14 34,98 2,07 35,03 1,98 34,90 1,91 34,45 2,40
21 34,99 2,07 35,95 1,34 35,98 1,22 35,29 2,08

28 34,19 2,88 34,73 2,15 34,77 2,45 34,36 2,33




Figura 30. Imagem termografica na regido em volta da ferida do
Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), no dia 14
(D14), do Animal 5.

59



60

5. DISCUSSAO

Em equinos, muitas sdo as opg¢des adotadas para o tratamento de feridas e a
cicatrizagdo por segunda intengéo ¢é indicada em fun¢ao do tempo decorrido, do grau
de contaminagao e da perda de tecido lesado (HUSSNI et al., 2004).

As feridas clinicas apresentam uma ampla diversidade, o que impacta
diretamente as taxas e os padrboes de cicatrizacdo, influenciados por fatores
relacionados tanto a ferida quanto ao paciente, além do estagio de cicatrizagao.
Elementos como localizagao, profundidade, dimensao, carga bacteriana e diversidade
microbiana da ferida afetam o processo de cicatrizacdo. No que diz respeito ao
paciente, aspectos como idade e estado fisico podem provocar variagcdes. Além disso,
o tempo de existéncia da ferida também interfere na velocidade da recuperacao
(BJARNSHOLT et al., 2008, WILMINK et al., 2020)

Segundo Madison & Gronwall (1992), o formato da ferida nao interfere no
tempo de cicatrizacdo em equinos, mas a padronizagao € importante para a melhor
interpretacao dos tratamentos utilizados, assim como na avaliagédo da retragao e area
das feridas experimentalmente induzidas no dorso dos equinos. Dessa forma, o
tamanho das feridas foi estabelecido, em conduta semelhante a realizada por Martins
et al. (2003), Souza et al. (2006), Oliveira Jr. et al. (2012), Lucas et al. (2017), Resende
(2024) e Campebell et al. (2025).

A escolha do numero de 6 animais utilizados no experimento foi fundamentada
em diversas referéncias da literatura cientifica, que validam a utilizacdo de amostras
reduzidas para estudos experimentais na area de cicatrizacdo de feridas e
tratamentos terapéuticos. Oliveira Jr et al. (2012) avaliaram o uso de 6leo de semente
de girassol em feridas de 6 equinos, utilizando feridas bilaterais, sendo um lado para
avaliacao clinica e o outro para coleta de material histopatoldgico. Souza et al. (2006)
também utilizaram 6 cavalos para testar o efeito do Triticum vulgare na cicatrizagéo
de feridas, enquanto Martins et al. (2003) e Kauer et al. (2020) avaliaram a agao de
fitoterapicos no processo cicatricial de feridas em 6 equinos. De forma semelhante,
Celeste et al. (2013) utilizou 6 equinos para investigar a termografia em feridas com
tecido de granulagao exuberante. Ferreira (2019) empregou 6 bezerros para avaliagéo
termografica de feridas, destacando a relevancia de amostras pequenas em estudos
de alta sensibilidade. Embora alguns pesquisadores tenham optado por utilizar 8

animais, como Harmon et al. (2017) e Lucas et al. (2017), que analisaram tratamentos
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fitoterapicos em feridas, a tendéncia atual no estudo de feridas é a diminuigao do
namero de animais, como forma de alinhar-se aos principios éticos de redug¢ao no uso
de modelos animais, sem comprometer a qualidade dos dados obtidos.

A administracao de fenilbutazona durante os trés primeiros dias proporcionou
maior conforto e redugdo da dor, sendo o efeito favoravel, apesar de se observar
nestes dias poés-cirurgicos, um grau leve de incbmodo durante a realizacdo dos
curativos. O uso deste anti-inflamatorio ndo esteroidal foi descrito por Oliveira Jr. et al.
(2012), Martins et al. (2013), Tracey et al. (2014) e Lucas et al. (2017), Resende (2024)
e Campebell et al. (2025) em trabalhos semelhantes e a sua administragao sistémica
teria influenciado em todas as feridas tanto controle como experimentais. Desconforto
dos animais durante os curativos, nos primeiros dias apos a realizacao das feridas,
também foi citado por Gomez et al. (2004) e Resende (2024).

A opcéo por separar as feridas em dois lados, destinando um para a avaliagao
macroscopica e outro para a coleta de biopsias, foi adotada de forma estratégica. Essa
abordagem visa garantir que as coletas de tecido n&o interferissem nas medi¢des da
area da ferida e no grau de contragdo, conforme metodologia utilizada por Martins et
al. (2003) e Souza et al. (2006).

A randomizagédo foi realizada utilizando um dado para garantir a alocagéao
imparcial dos tratamentos. Esse método foi escolhido para evitar qualquer influéncia
subjetiva na alocagao dos tratamentos, garantindo que o procedimento minimizasse
potenciais vieses pré-existentes (KARA-JUNIOR, 2014). Conforme também realizado
por Kauer et al. (2020) em estudo randomizado, com a sequéncia de tratamentos
aplicada de forma alternada em cada animal, garantindo distribuigdo equilibrada entre
as regides e minimizando a influéncia da localizagao das lesdes nos resultados.

Ainda que muitas alternativas diferentes de tratamento sejam satisfatérias
para 0 manejo de determinada ferida, o método selecionado deve fornecer um
ambiente favoravel, permitindo progressao natural para ndo retardar o processo de
reparagao (PAGANELA et al., 2009). O tratamento inicialmente deve promover a
limpeza da ferida, deixando-a livre de contaminacdo e em seguida a utilizagcao de
algum curativo local, seja pomadas, uso de tratamentos tdpicos ou até mesmo
curativos oclusivos. Entretanto deve-se escolher com muito critério o melhor curativo
para determinada ferida, levando também em consideragao o local do ferimento e sua
profundidade, pois a escolha incorreta pode atrapalhar o processo de cicatrizacao e

ainda estimular o crescimento de tecido de granulagao exuberante (MARTINS, 2003).
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A pele de tilapia é composta por feixes de colageno compactados, longos e
organizados, em  disposicdo  paralela/horizontal e  transversal/vertical,
predominantemente, do tipo |, demonstrando elevada resisténcia e extensao a tracao
em quebra. O colageno configura-se como um dos principais componentes dos
biomateriais, devido a sua caracteristica de orientar e definir a maioria dos tecidos,
além de possibilitar biodegradabilidade e biocompatibilidade, que favorecem a sua
aplicacado. Atilapia esta dentre os peixes mais consumidos no mundo e apenas 1% da
pele é reaproveitada para o artesanato, o restante é descartada. Sendo assim, o
tratamento utilizando a pele de tilapia pode gerar menor custo, quando comparado ao
tratamento convencional, sendo utilizado um material comumente descartado (ALVES
et al., 2015).

A utilizacdo da pele de tilapia, tanto esterilizada quanto congelada nao
provocou reacgao alérgica no local ou a redor da ferida em nenhum dos animais, nao
apresentando sinais de prurido ou ardéncia, conforme citado também por Costa et al.
(2020).

Os xenoenxertos foram empregados pela primeira vez para cobertura de
feridas por volta de 1500 a.C., sendo a pele de ra o primeiro material utilizado. Esse
meétodo foi retomado na era moderna com o Ranafilm, um produto derivado da pele
do sapo (Rana catesbeiana), aplicado em algumas regiées do mundo, como Vietna e
Brasil (SARTO PICCOLO, 2008). A eficacia da pele de ra como curativo biolégico,
cobrindo toda a espessura de feridas e queimaduras, foi comprovada na cicatrizagao
de lesbes em humanos (SAl et al., 1995; ADORNO, 2005; SARTO PICCOLO et al.,
2008), além de secrecbes dérmicas de ras utilizadas com essa finalidade
(MASHREGHI et al., 2013).

A escolha da pele de ra como curativo deve-se a sua composigao unica, rica
em lipidios, proteinas e peptideos (KUMAR et al., 2002; GOMES et al., 2007), bem
como aos componentes bioativos presentes em suas secregcdes dérmicas
(MASHREGHI et al., 2013). Os lipidios possuem potencial farmacéutico e terapéutico
no reparo de feridas (RAGHAVAN et al.,, 2010), enquanto peptideos como a
ranalexina, secretados pela pele, exibem atividade antimicrobiana (CLARK et al.,
1994).

Embora Falcdo et al. (2002) ndo tenham identificado beneficios significativos
no uso da pele de rd como curativo oclusivo em feridas de cées, Liu et al. (2014)

observaram resultados positivos em feridas dérmicas de espessura total em
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camundongos, identificando o peptideo AH90, que demonstrou capacidade de
promover a migracao celular e acelerar o processo de cicatrizagao, incluindo
reepitelizagao e contragao do tecido de granulagéo.

O tipo de processamento demonstrou interferéncia durante e ao final da
cicatrizagcao, pois a pele de tilapia para ser utilizada como curativo oclusivo deve
passar por um processo extremamente rigoroso de desinfeccdo e esterilizacéo e
preferencialmente, ainda, testes microbioldgicos para garantir maior seguranca.
Segundo Alves et al. (2015), o uso de esterilizagdo quimica e radioesterilizagdo sao
0s meios mais efetivos para o preparo da pele de tilapia. Uma vez que o uso da pele
de tilapia congelada n&o apresentou resultados tao satisfatérios quanto os observados
nos outros grupos, mesmo apos passar pelo processo de desinfeccdo com
clorexidina, conforme descrito por Silva et al. (2019) e Silva (2022), o grupo tratado
com pele de tilapia congelada (GPTC) apresentou maior incidéncia de contaminagao
e formacéao de tecido de granulagao.

Durante a primeira semana dos pos cirurgico, na fase inflamatéria inicial,
edema, coagulos, hiperemia e hemorragia foram observados em todos os animais de
todos os grupos, de forma discreta a acentuada, sendo mais acentuada no D3 e
discreta no D7, assim como relatado por Gomez et al. (2004), Resende (2024) e
Campebell et al. (2025) durante os sete primeiros dias de avaliagéo.

No grupo tratado com pele de ra (GPR), observou-se que o exsudato
apresentava odor caracteristico e coloragdo amarelada, mantendo um ambiente
umido protegido pela membrana nos primeiros 7 dias, o qual regrediu gradualmente a
medida que o tecido de granulagao preenchia a ferida. A manutengédo de um ambiente
umido favorece a cicatrizagcao, pois contém nutrientes e fatores de crescimento que
estimulam o desenvolvimento de células endoteliais e fibroblastos, promovendo
granulacdo e epitelizagdo (MARTINS et al., 2003). Em humanos, porém, Adorno
(2005) nao observou acumulo de exsudato em feridas tratadas com pele de ra como
xenoenxerto.

A redugcdo da area da ferida e a taxa de contragdo sao indicadores
fundamentais para avaliar a eficacia do processo cicatricial, refletindo a capacidade
do tecido de reorganizar sua matriz extracelular e migrar miofibroblastos para o
fechamento da ferida (PAIVA et al., 2002). Neste estudo, foram observadas diferengas
importantes nesses parametros entre os grupos experimentais, destacando os efeitos

dos diferentes biomateriais na cicatrizacao.
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Os resultados demonstraram que o grupo pele de tilapia congelada (GPTC)
apresentou a maior area residual no D7 e D14, acompanhada por redugdo menos
acentuada até o D28, indicando desempenho inferior no estimulo a reorganizagao
tecidual. Além disso, o GPTC apresentou excesso de exsudato desde o D3, edema
até o D21 e tecido de granulagdo exuberante na maioria dos animais. Segundo
Sibbald et al. (2011), o excesso de exsudato esta associado a processos inflamatérios
persistentes, colonizagao bacteriana critica ou infeccéo sistémica, fatores que podem
atrasar a cicatrizacdo. Abbade (2006) também ressalta que a maceragéo das bordas
da ferida causada pelo excesso de exsudato prejudica a migragao dos queratindcitos
para o centro da lesado, retardando o fechamento e o surgimento do tecido de
epitelizagao.

No grupo controle (GC), foi observado aumento nao significativo da area da
ferida no D7, resultando em uma taxa de contragdo negativa nesse periodo. Contudo,
a partir do D14, o GC apresentou uma reduc¢ao significativa da area, demonstrando a
capacidade do tecido de iniciar o fechamento natural apdés a fase inflamatéria,
alinhando-se as observagdes de Singh et al. (2017), que destacam a necessidade de
uma inflamagao controlada para a progressao eficiente da cicatrizacao.

Em contraste, os grupos pele de ra (GPR) e pele de tilapia esterilizada (GPTE)
apresentaram melhor desempenho no controle da area da ferida, com reducgdes
significativas a partir do D14. O GPR apresentou menor redug¢ao da area inicial em
relacdo ao GC, o que pode ser explicado pelo maior tamanho inicial da média das
feridas nesse grupo. Mashreghi et al. (2013), sugerem que componentes bioativos da
pele de ra, como peptideos e lipidios especificos, tém efeitos anti-inflamatorios e
regenerativos, que promovem a formagao de tecido de granulagdo e a transigao
eficiente para a fase proliferativa.

A taxa de contragéo das feridas apresentou diferengas significativas entre os
grupos ao longo do tempo. No D7, o GC e o GPTC exibiram taxas negativas devido
ao aumento da area das feridas nesse periodo, refletindo a persisténcia da inflamagao
inicial e um atraso no recrutamento de miofibroblastos. Apenas na segunda semana
de reparo (a partir do D14) foi observado aumento significativo da taxa de contragao
em todos os grupos, o que esta alinhado aos achados de Hosgood (2007), que relata
que os fibroblastos comegam a adquirir o fenétipo de miofibroblastos somente nesse

periodo, contribuindo efetivamente para a contracgao.
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O GPTC, no entanto, apresentou a menor taxa de contragcdo nos D14 e D21,
sugerindo que talvez, o congelamento comprometeu sua capacidade de estimular a
reorganizagao tecidual e a contragcéo da ferida. Lima-Junior et al. (2017) destacam
que biomateriais com alteragdes estruturais, como o colageno desnaturado, tém
menor capacidade de interagdo com o tecido lesionado, o que pode explicar a
persisténcia da inflamagao e a menor taxa de contragao observada no GPTC.

Por outro lado, o GPTE apresentou taxas de contragao superiores ao GPTC
e consistentes ao longo do tempo, refletindo os beneficios de um biomaterial bem
processado. Segundo Costa (2020), a esterilizagdo por radiagdo gama preserva as
propriedades estruturais e funcionais do colageno, favorecendo a organizacao
tecidual. O GPR também demonstrou taxas de contragcdo comparaveis as do GPTE,
reforcando o papel de biomateriais bioativos, como a pele de ra, no estimulo a
migracao de miofibroblastos e no fechamento eficiente da ferida (BAZAZ et al., 2013).

As implicagbes clinicas dos achados deste estudo corroboram a literatura
existente, como relatado por Stashak (1991), que descreve taxas de contragdo média
de 0,8 a 1,0 mm/dia em feridas extensas de equinos. O desempenho superior dos
grupos GPTE e GPR destaca seu potencial terapéutico, principalmente em feridas
complexas que demandam modulacéao eficiente da inflamagao e estimulo precoce a
contracdo. Em contrapartida, o GPTC mostrou limitagdes, reforcando a necessidade
de melhorar os métodos de conservagao por congelamento para preservar suas
propriedades bioativas.

A hemorragia é um dos indicadores fundamentais na avaliagdo do processo
inflamatdrio e cicatricial de feridas, representando a resposta inicial ao trauma tecidual
e a eficiéncia dos mecanismos hemostaticos e de reparagédo vascular (THEORET,
2008; PROVOST, 2019). Os resultados deste estudo demonstraram diferengas
significativas no padrdao de hemorragia entre os grupos experimentais ao longo do
tempo, destacando o impacto dos biomateriais testados na modulagdo dessa
resposta.

Nos grupos controle (GC) e pele de tilapia congelada (GPTC), a hemorragia
foi mais persistente, estendendo-se até o D14. No GC, essa persisténcia reflete a
auséncia de intervengao terapéutica, deixando o controle do sangramento
exclusivamente dependente das respostas endogenas. No GPTC, por outro lado, a
maior persisténcia da hemorragia pode ser atribuida as alteragdes estruturais do

biomaterial decorrentes do processo de congelamento. Estudos prévios (LIMA-
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JUNIOR et al., 2017; COSTA, 2020) indicam que o congelamento pode degradar
proteinas essenciais, como o colageno, reduzindo a capacidade do biomaterial de
promover a hemostasia e estabilizar os vasos sanguineos.

Em contraste, os grupos GPR e GPTE apresentaram um controle mais
eficiente da hemorragia. No GPR, os niveis de hemorragia foram significativamente
menores ja no D3, indicando a capacidade do biomaterial de acelerar o controle inicial
do sangramento. Esse desempenho pode ser atribuido a composi¢ao bioativa da pele
de ra, que inclui coldgeno bem preservado e peptideos bioativos com propriedades
hemostaticas e anti-inflamatérias (BAZAZ, 2013; LI et al., 2023).

O GPTE também demonstrou resultados positivos, com redugao significativa
da hemorragia no D14, destacando-se em relagédo ao GC e GPTC. A radiagdo gama
utilizada na esterilizagdo do biomaterial parece ter preservado suas propriedades
estruturais e funcionais, permitindo uma interagcdo mais eficiente com o tecido
lesionado e uma resposta hemostética aprimorada (ALVES et al., 2015).

Os dados sugerem que o GPR foi o grupo com o melhor desempenho geral
no controle da hemorragia, seguido pelo GPTE, enquanto o GPTC apresentou os
piores resultados. A presenca prolongada de hemorragia, como observado no GPTC,
pode prejudicar a transicdo para a fase proliferativa da cicatrizagdo, aumentando o
risco de complicagdes como infeccdes e a formagido excessiva de tecido de
granulagdo. O controle precoce da hemorragia é essencial para garantir uma
cicatrizagao eficiente e minimizar riscos (SINGH et al., 2017).

A inflamacédo € uma etapa essencial do processo de cicatrizagdo, sendo
caracterizada pela infiltracdo de células imunoloégicas, como os PMNs, que
desempenham fungbes fundamentais na defesa contra agentes infecciosos e na
preparacgao do tecido lesionado para a regeneragao (PROVOST, 2019). No entanto, a
persisténcia prolongada de PMNs pode indicar uma inflamagéo desregulada,
prejudicando a progressao para as fases proliferativa e de remodelagao.

Os resultados deste estudo evidenciaram diferengas significativas nos niveis
de PMNs entre os grupos experimentais ao longo do tempo, refletindo os efeitos
distintos dos biomateriais testados. No grupo controle (GC), observou-se um aumento
significativo de PMNs no D3 e D7, com redugao progressiva até o D28. Esse padrao
€ esperado em feridas nao tratadas, onde o controle do processo inflamatorio depende
exclusivamente dos mecanismos enddgenos, como sugerido por Balbino et al. (2005)

e Reinke & Sorg (2012). Contudo, a presencga prolongada de PMNs no D7 indica um
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atraso na resolugdo inflamatéria, podendo comprometer a eficiéncia do reparo
tecidual.

O grupo pele de tilapia congelada (GPTC) apresentou os niveis mais elevados
de PMNs em comparagédo aos demais grupos nos D3, D14 e D28. Esses achados
sugerem que o congelamento do biomaterial pode ter alterado suas propriedades
bioativas, intensificando a resposta inflamatéria. Segundo Lima-Junior et al. (2017) e
Alves et al. (2015), alteragbes estruturais em biomateriais, como o colageno, podem
desencadear uma inflamagéao prolongada e menos eficaz, retardando a cicatrizagéo e
aumentando o risco de complicagdes, como formacdo excessiva de tecido de
granulagao.

Em contraste, os grupos pele de ra (GPR) e pele de tilapia esterilizada (GPTE)
demonstraram um controle mais eficiente da inflamacao. No GPR, foi observada uma
reducao significativa de PMNs no D7, com manutencédo dessa reducao até o D14,
indicando uma modulagao inflamatdria precoce e eficaz. Esses achados corroboram
os estudos de Mashreghi et al. (2013), que utilizaram pomadas contendo secregdes
de pele de ra e atribuiram seus efeitos anti-inflamatoérios a presenca de peptideos
bioativos. Raghavan et al. (2010) também observaram redugao da fase inflamatdria
em ratos tratados com extratos lipidicos de pele de ra, sugerindo que as
especializagbes evolutivas dos anfibios conferem propriedades regenerativas e
moduladoras da inflamagao. Bazaz et al. (2013) reforcam esse potencial ao relatar
efeitos anti-inflamatérios com a aplicacéo de formulagdes de pele de ra em po, que
resultaram na aceleragao do processo cicatricial.

O GPTE, por sua vez, apresentou os menores niveis de PMNs no D7, com
um comportamento equilibrado até o D28. A esterilizagdo por radiagcdo gama
preservou as propriedades estruturais e funcionais do biomaterial, permitindo uma
modulacao eficiente da inflamacédo (ALVES et al., 2015; COSTA, 2020). Essa
capacidade de controle inflamatério é crucial para garantir a transigado ordenada para
as fases subsequentes da cicatrizagdo, como observado por Singh et al. (2017), que
destacaram a importancia de uma resposta inflamatéria bem regulada para evitar
inflamacdes cronicas ou atrasos na regeneragao.

Neste experimento, a diminuigao significativa dos PMNs no GPR no D7 e a
manutencio dessa reducao até o D14 reforgam o potencial terapéutico da pele de r3a,
alinhando-se as observacbes de Raghavan et al. (2010); Bazaz et al. (2013) e

Mashreghi et al. (2013). A presenca de peptideos bioativos e lipidios especificos da
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pele de anfibios pode ser um fator determinante na modulacdo inflamatoéria e no
estimulo a regeneragcdo. Esse comportamento sugere que o GPR promove uma
inflamacéo eficiente e bem regulada, facilitando a transigéo para a fase proliferativa.

Por fim, os resultados indicam que, enquanto o GPTC esteve associado a uma
inflamacgao mais intensa e prolongada, os grupos GPR e GPTE se destacaram pelo
controle eficiente da resposta inflamatdria, alinhando-se a literatura que enfatiza o
papel dos biomateriais bioativos na promocdo de uma cicatrizacdo rapida e de
qualidade (SPARKS, 2021).

Os mondécitos desempenham um papel crucial na cicatrizagado de feridas,
agindo como precursores de macrofagos que regulam o equilibrio entre inflamacéao e
reparacao tecidual. Além disso, eles atraem fibroblastos e estimulam a sintese e
maturag¢ao do colageno, contribuindo diretamente para a regeneragao do tecido. Apos
se diferenciarem em macroéfagos, sédo responsaveis pela fagocitose de tecidos mortos
e fragmentos, promovendo a limpeza da ferida (BALBINO et al., 2005; REINKE &
SORG, 2012).

Os resultados deste estudo demonstraram diferengas significativas na
concentragcdo de mondcitos entre os grupos experimentais ao longo do tempo,
destacando o impacto dos biomateriais na modulagdo da resposta inflamatéria. No
GC houve aumento significativo no numero de mondcitos no D21, seguido por uma
reducdo no D28. Esse padrao reflete o comportamento tipico de feridas nao tratadas,
em que a inflamacéo persiste por periodos mais longos antes de iniciar sua resolugao
(THEORET, 2008; SEID & BIRHAN, 2019; LI et al., 2023).

No GPTC, o aumento significativo de monécitos no D21 e D28 sugere uma
resposta inflamatéria mais prolongada e menos eficiente. Alteragdes estruturais
causadas pelo congelamento podem comprometer as propriedades bioativas do
biomaterial, resultando em ativacdo continua dos mondécitos para compensar o
ambiente inflamatério desregulado. Estudos prévios (LIMA-JUNIOR et al., 2017)
destacam que biomateriais malconservados podem intensificar a inflamacgao,
prolongando a presencga de células imunolégicas e atrasando a transigcdo para as
fases proliferativa e de remodelagao.

Por outro lado, o GPR demonstrou aumento significativo no numero de
monocitos no D14 e, especialmente, no D28. Esse padrdo indica uma maior
capacidade do biomaterial em promover o controle e a resolugdo da inflamacéo,

comparado ao GC. Li et al. (2023) corroboram esses achados ao demonstrar que
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peptideos derivados de anfibios, como o OA-RD17, facilitam a proliferagao e migragao
de macrofagos, otimizando o processo cicatricial. A maior presenca de mondcitos no
GPR sugere uma resposta mais eficiente e coordenada, com potencial terapéutico
que inclui a modulacao do processo inflamatério e a facilitacdo da transicéo para as
fases subsequentes da cicatrizagao.

O GPTE apresentou aumento significativo no numero de mondcitos nos D21
e D28, indicando resposta inflamatoria mais prolongada, porém bem controlada. A
esterilizagdo por radiagcdo gama parece ter preservado as propriedades bioativas do
biomaterial, permitindo uma ativagcado sustentada e eficiente dos mondcitos no
momento critico da cicatrizagdo. Esse estimulo controlado pode garantir a limpeza
mais eficaz da ferida e uma transicdo ordenada para a fase de remodelagédo (ALVES
et al., 2015).

A analise geral dos resultados sugere que os grupos GPR e GPTE
apresentaram os melhores desempenhos no manejo da resposta inflamatoria,
enquanto o GPTC demonstrou limitacdes, possivelmente associadas a perda de
propriedades funcionais devido ao congelamento. A literatura enfatiza que niveis
adequados e temporais de mondcitos sdo essenciais para equilibrar inflamagao e
reparo, e sua modulagao descontrolada pode levar a inflamagao crénica ou atraso na
cicatrizagao (SINGH et al., 2017).

Observou-se diferenga significativa em relagdo ao edema entre os grupos
experimentais ao longo do periodo de avaliacdo, refletindo as caracteristicas
especificas de cada tratamento testado. O edema, uma resposta inflamatoria comum
no processo de cicatrizacdo, é frequentemente associado ao aumento da
permeabilidade vascular e acumulo de liquidos devido a migragao celular para o local
da lesdo. O controle eficaz dessa resposta inflamatéria € crucial para uma transi¢gao
eficiente para as fases subsequentes da cicatrizagdo (PROVOST, 2019).

No GC o edema foi mais evidente entre D3 e D14, com diminuigdo progressiva
até o D21, momento em que o edema se tornou praticamente inexistente. Esse
comportamento é esperado em feridas sem intervengao terapéutica adicional, onde o
organismo depende exclusivamente das respostas enddgenas para controlar o
processo inflamatério. Por outro lado, o GPTC apresentou os niveis mais elevados de
edema, especialmente no D14 e D21, evidenciando uma resposta inflamatoria mais
intensa e prolongada. Esses achados sugerem que o congelamento pode ter

degradado componentes estruturais do biomaterial, como o colageno, levando a
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liberacdo de mediadores inflamatérios que intensificam a inflamacao. Estudos prévios
(LIMA-JUNIOR et al.,, 2017; COSTA, 2020) indicam que o congelamento pode
comprometer as propriedades biolégicas de biomateriais, reduzindo sua eficacia em
modular a inflamacao.

Em contrapartida, os grupos GPR e GPTE apresentaram melhores
desempenhos no controle do edema. O GPR apresentou niveis significativamente
menores de edema ja no D3 em comparagdo ao GPTC, mostrando uma redugao
consistente ao longo do tempo. No D7, tanto o GPR quanto o GPTE apresentaram
menores niveis de edema em relagdo ao GC e GPTC, sugerindo que esses
biomateriais possuem propriedades anti-inflamatérias mais efetivas. Essas
propriedades podem ser atribuidas a presenga de colageno e componentes bioativos
que favorecem a modulagao da resposta inflamatoéria (BAZAZ, 2013; LI et al., 2023).
Além disso, a radiagdo gama utilizada no GPTE parece preservar melhor as
caracteristicas biolégicas do biomaterial, como apontado por Alves et al. (2015) e
Costa (2020), promovendo uma resposta inflamatoria mais regulada e estavel.

No D14 e D21, o GPTC apresentou os maiores niveis de edema entre todos
0S grupos, o que evidencia a persisténcia de uma resposta inflamatéria inadequada e
a dificuldade em transitar para a fase proliferativa da cicatrizacao.

Foi observada redugéo significativa da hemorragia no GPR nos dias 3 e 14,
além de diminuicao significativa do edema no 7° dia, com tendéncia de menor edema
também no 14° dia, embora sem diferenca estatistica. A redu¢ao do edema pode ter
sido influenciada pela remogéo facilitada do curativo, possivelmente devido a maior
quantidade de secregao, ja que, conforme Andrade et al. (1992), cada troca de
curativo pode resultar em lesdes nas células epiteliais recém-formadas devido a
aderéncia.

O tempo e a intensidade do edema refletem o equilibrio entre a vasodilatagao
inicial e a estabilizacdo vascular subsequente, influenciadas por mediadores
inflamatoérios como PGs e citocinas (SINGH et al., 2017). Assim, biomateriais que
promovem uma rapida resolucao da inflamagao inicial, como o a pele de ra e de tilapia
esterilizadas tém maior potencial de sucesso na cicatrizagao de feridas complexas.

A neovascularizagdo € um processo essencial na cicatrizagcao de feridas,
responsavel pela formagao de novos vasos sanguineos que garantem o fornecimento
de oxigénio e nutrientes as células em proliferagao. Este estudo evidenciou diferengas

significativas na evolugdo da neovascularizagao entre os grupos experimentais,
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destacando o impacto dos diferentes biomateriais testados no estimulo a angiogénese
(PAGANELA et al., 2009).

A partir do D7, foi observado aumento significativo da neovascularizagdo em
todos os grupos, marcando o inicio da transicdo para a fase proliferativa da
cicatrizagdo. Esse comportamento é consistente com o esperado, uma vez que essa
fase é caracterizada por intensa atividade angiogénica, essencial para a formacéao do
tecido de granulagdo (PROVOST, 2019).

No GC, a neovascularizagdo apresentou aumento gradual, atingindo niveis
moderados até o D28. Esse padréo reflete o processo natural de cicatrizagao, no qual
a angiogénese ocorre sem intervencdes externas. Embora esperado, esse aumento
foi menos eficiente em comparagdo aos grupos tratados com biomateriais, que
possuem propriedades bioativas capazes de acelerar e intensificar a formacao de
novos vasos (PASSARINI JUNIOR et al., 2012).

O GPTC destacou-se pelo maior aumento na neovascularizagao no D14 em
comparagao aos demais grupos, evidenciando um estimulo angiogénico robusto
nesse periodo. No entanto, essa resposta pode ter sido menos controlada, refletindo
a influéncia de uma inflamagao prolongada e potencialmente exacerbada devido as
alteragdes estruturais do biomaterial causadas pelo congelamento. Estudos prévios
indicam que o congelamento pode comprometer a integridade do colageno e de outros
componentes do biomaterial, resultando em uma angiogénese inicial mais intensa,
porém de qualidade inferior (LIMA-JUNIOR et al., 2017).

Por outro lado, o GPR e GPTE apresentaram respostas mais consistentes e
equilibradas ao longo do tempo. No GPR, o estimulo a neovascularizagao foi
significativo e uniforme, particularmente entre o D7 e o D21, sugerindo que a pele de
ra possui componentes bioativos, como peptideos anti-inflamatérios e colageno bem
preservados, que modulam a angiogénese de maneira eficaz (BAZAZ, 2013; Ll et al.,
2023). Da mesma forma, o GPTE demonstrou resultados favoraveis, mantendo niveis
consistentes de neovascularizagdo até o D28. A esterilizagdo por radiacdo gama
parece preservar as propriedades estruturais e funcionais do biomaterial, favorecendo
uma resposta angiogénica mais estavel (ALVES et al., 2015; COSTA, 2020).

Os dados sugerem que o GPR foi o grupo mais eficaz no estimulo a
angiogénese, seguido pelo GPTE, enquanto o GPTC apresentou um pico acentuado
no D14, possivelmente associado a inflamagdo prolongada. Esses resultados

destacam o papel dos biomateriais na modulagado da angiogénese, evidenciando a
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importancia de estimular uma resposta eficiente e controlada para garantir uma
cicatrizacao de qualidade (LI et al., 2023).

A formagdo equilibrada de novos vasos sanguineos é essencial para a
transicéo para a fase de remodelagéo e maturacgéao tecidual. Enquanto a angiogénese
descontrolada, como observado no GPTC, pode comprometer a qualidade do tecido
reparado, uma resposta angiogénica consistente e controlada, como no GPR e GPTE,
promove cicatrizacdo mais eficiente.

A fibroplasia € um marco central da fase proliferativa no processo de
cicatrizagao de feridas, caracterizada pela proliferagdo de fibroblastos, deposicédo de
matriz extracelular e inicio da reorganizagao tecidual. Essa etapa € essencial para
garantir a formagdo de tecido de granulagdo e estabelecer as bases para a
remodelagdo e maturagdo do tecido (THEORET, 2008; SIMPSON & ROSS, 2009;
SEID & BIRHAN, 2019). Os resultados deste estudo evidenciaram diferengas
significativas na taxa de fibroplasia entre os grupos experimentais, destacando os
efeitos especificos dos biomateriais testados.

Os dados demonstraram aumento significativo da fibroplasia em todos os
grupos a partir do D7, alinhando-se ao esperado para o inicio da fase proliferativa,
quando os fibroblastos comegam a migrar para a ferida e depositar colageno tipo lll,
que sera posteriormente substituido por colageno tipo | (BALBINO et al., 2005;
REINKE & SORG, 2012). No entanto, diferengas notaveis foram observadas nos
niveis e progressao da fibroplasia entre os grupos.

O GPR apresentou os maiores indices de fibroplasia no D7 e D14, superando
significativamente o GC e o GPTC. Esses achados podem ser atribuidos as
propriedades bioativas da pele de ra, como peptideos antimicrobianos e fatores
regenerativos, que promovem o recrutamento e a proliferacdo de fibroblastos. A
migragdo de fibroblastos, responsaveis pela sintese da matriz colagena, € um
indicador positivo de reparo (PASSARINI JUNIOR et al., 2012). No estudo de Liu et
al. (2014) com feridas em ratos tratadas com AH90, um peptideo extraido da pele de
ra, foi observado aumento na expressdao do marcador de diferenciacdo de
miofibroblastos, a-SMA, sugerindo uma transicdo acelerada de fibroblastos para
miofibroblastos, promovendo maior contragao da ferida e, consequentemente, uma
cicatrizacdo mais rapida. Além disso, esses resultados estdo alinhados com pesquisas
que mostram aumento na producao de hidroxiprolina, indicando maior deposi¢ao de

colageno apods a aplicagao de pele de ra em feridas (SAl et al., 1995; RAGHAVAN et
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al., 2010). As propriedades das secregbes da pele de rad podem evidenciar efeitos
positivos, promovendo o aumento do numero de fibroblastos e da neovascularizagao
na regido da ferida, resultado direto da facilitagdo da migragdo celular no tecido
lesionado (MASHREGHI et al., 2013).

Por outro lado, o GPTC apresentou os menores indices de fibroplasia,
especialmente entre os dias D14 e D28, em comparagao a todos os outros grupos.
Esse desempenho inferior pode estar relacionado a persisténcia da inflamagao, como
evidenciado pela presenca de PMNs, discreta fibroplasia e sinais de hemorragia no
D28. Lima-Junior et al. (2017) sugerem que alteragdes estruturais no colageno e
outras proteinas devido ao congelamento podem comprometer a interagdo do
biomaterial com as células do tecido lesionado, resultando em menor estimulo a
proliferacédo de fibroblastos.

O GC e GPTE apresentaram aumentos consistentes na fibroplasia ao longo
do tempo, com o GPTE exibindo resultados comparaveis ao GPR. Esses achados
sugerem que a esterilizacdo por radiagdo gama preserva as propriedades funcionais
do biomaterial, como a integridade do colageno, permitindo uma resposta tecidual
eficaz (ALVES et al., 2015; COSTA, 2020). No GC, o aumento progressivo da
fibroplasia reflete a capacidade enddégena do organismo de conduzir o processo
cicatricial, embora de forma mais lenta e menos eficiente que os grupos tratados.

A epitelizacao se iniciou no D14 na maioria dos animais, sendo mais evidente
nos GPTE no D21 e no GC no D28. A acelerada epitelizagdo no GPTE corrobora com
o relatado por Garros et al. (2006), devido a agao dos acidos graxos em feridas
cutaneas, evitando a desidratacao tecidual, mantendo a ferida umida e estimulando a
epitelizagdo e a angiogénese.

A termografia infravermelha (Tl) € uma técnica nao invasiva que permite
monitorar alteragbes térmicas associadas a inflamacdo, vascularizacido e
metabolismo tecidual, sendo amplamente utilizada no estudo de processos
inflamatorios e de cicatrizagao (TUNLEY & HENSON, 2004; REDAELLI et al., 2014).
Neste estudo, a termografia foi empregada para avaliar trés regides distintas: dentro
da ferida, na borda da ferida e em volta da ferida. Os resultados demonstraram
dinamicas térmicas variadas entre os grupos experimentais ao longo do tempo,
refletindo as respostas biolégicas especificas de cada tratamento.

A analise termografica dentro da ferida revelou aumento significativo da

temperatura em todos os grupos entre os dias D3 e D7. Esse aumento esta
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relacionado a resposta inflamatdria inicial, caracterizada pela liberacdo de citocinas
pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-13, que estimulam a vasodilatagdo e o aumento
do fluxo sanguineo local (BALBINO et al., 2005). No entanto, diferengas importantes
surgiram nos periodos subsequentes: no GPTC, os niveis elevados de temperatura
persistiram até o D14, enquanto no GPTE, essa elevagao foi mantida até o D28. Esses
achados indicam que o GPTC pode estar associado a uma inflamagdo mais
prolongada, possivelmente devido as alteragdes estruturais causadas pelo
congelamento, que intensificam a resposta inflamatoria (LIMA-JUNIOR et al., 2017).

Por outro lado, o GPTE apresentou manutencéo da temperatura elevada até
o D28, devido a um aumento do fluxo sanguineo causado pelo processo inflamatorio
de cicatrizagdo (TUNLEY & HENSON, 2004).

Na borda das feridas, foi observado aumento significativo da temperatura em
todos os grupos entre D3 e D7, indicando uma intensa atividade metabdlica nessa
regido. Aborda é a zona onde ocorre a migragao de queratindcitos e fibroblastos, além
de formacgédo de tecido de granulagédo, processos que geram calor metabdlico
(REINKE & SORG, 2012). Nao houve diferengas significativas entre os grupos nesse
periodo, 0 que sugere que, apesar das propriedades distintas dos biomateriais, a
atividade metabdlica inicial na borda foi semelhante entre os tratamentos.

Em volta da ferida, a temperatura aumentou de forma néo significativa no D3
em todos os grupos, seguida de uma reducéo gradual a partir do D7. Esse padréo é
consistente com a resolugdo da inflamacéo inicial, indicando que a resposta
inflamataoria foi restrita a area da lesdo sem se espalhar para os tecidos adjacentes. A
reducao progressiva da temperatura reflete o retorno do metabolismo local aos niveis
basais, compativel com a transicdo para as fases proliferativa e de remodelacao
(SINGH et al., 2017).

Na avaliacdo termografica, observou-se aumento na temperatura devido a
inflamacgéo e ao aumento do fluxo sanguineo decorrente da lesdo. Um dos principais
sinais de inflamacgao é o aumento da temperatura local, consequéncia do aumento do
suprimento sanguineo, como citado por Redaelli et al. (2014). A medida que o tempo
avancou e a ferida cicatrizou, verificou-se uma diminuicao na temperatura, o que esta
em conformidade com as expectativas para o processo de reparo tecidual.

Esses achados evidenciam que a termografia € um método ndo invasivo
eficaz para avaliar a inflamagao e o aumento do aporte sanguineo, conforme afirmam

Basile et al. (2010) e Redaelli et al. (2019), que destacam o uso da Tl como uma
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ferramenta util para monitorar tratamentos sem causar interferéncias, e como
indicador de estresse fisioldgico. Basile et al. (2010) e Silva et al. (2022) enfatizam
ainda que a termografia € amplamente empregada na medicina equina para
prevencdo, diagnostico precoce e prognostico de lesbes, com crescente
reconhecimento no bem-estar animal, sendo reconhecida por organismos
internacionais de esportes equestres como apta a tal propésito.

Na comparagéao entre os grupos os resultados demonstraram que, embora os
padrdes gerais de aumento e redugao de temperatura tenham sido semelhantes entre
0os grupos, o GPTC apresentou uma resposta térmica mais prolongada, com
temperaturas elevadas persistindo até o D14 dentro da ferida. Esse comportamento
pode estar relacionado ao atraso no controle da inflamacédo observado em outros
parametros, como edema e hemorragia. Em contrapartida, o GPTE e o GPR exibiram
uma transicdo mais eficiente, com reducdo térmica consistente a partir do D14,
refletindo uma modulagao inflamatéria mais eficaz. O GPTE, em especial, manteve
elevagdes térmicas moderadas até o D28, sugerindo maior estimulo angiogénico e

metabdlico, alinhando-se as observagdes de Costa (2020).
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6. CONCLUSAO

A elevada incidéncia de feridas em equinos, aliada as dificuldades inerentes
ao processo de cicatrizagdo, ressalta a necessidade de investigar modalidades
terapéuticas alternativas que reduzam a morbidade e otimizem a recuperagéo clinica
desses animais. Nesse contexto, o estudo dos efeitos de biomateriais, como a pele
de tilapia e a pele de ra, representa uma contribui¢do relevante para o manejo clinico
de feridas na medicina veterinaria.

Os resultados obtidos demonstram que a pele de tilapia esterilizada apresenta
caracteristicas promissoras, como baixa reacdo inflamatoria, indugao eficiente da
contracao das bordas da ferida e aceleracao da cicatrizacdo. O uso da pele de tilapia
congelada revelou limitagdes, incluindo menor adesao a ferida, maior contaminacéao e
retardo no processo de cicatrizagdo, indicando a necessidade de melhorias no seu
processamento e aplicacao.

Por sua vez, a pele de ra destacou-se por sua capacidade de modular a
resposta inflamatéria, evidenciada pela reducdo mais rapida do edema e da
hemorragia, além de uma fibroplasia mais intensa nas fases iniciais da cicatrizagéo.
Esses achados indicam que este biomaterial pode ser um valioso aliado no manejo
de feridas em equinos, particularmente em casos de inflamacao persistente ou
necessidade de regeneragao acelerada.

Embora o estudo tenha fornecido “insights” valiosos, desafios permanecem,
especialmente no que se refere a padronizacao da esterilizagao, a definicado do tempo
ideal de permanéncia dos enxertos e ao manejo pds-aplicagao. Além disso, futuros
estudos sdo essenciais para validar os achados em amostras maiores, explorar
mecanismos moleculares subjacentes e avaliar a aplicabilidade desses biomateriais

em condi¢des clinicas mais variadas.
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ANEXO - Fotos de todos os animais

Animal 1 DO D3 D7 D14 D21 D28
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Figura 31. Fotografia das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e Grupo
pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21) e

28 (D28), do Animal 1.
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Figura 32.

Fotografia das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e Grupo

pele de R& (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21) e

28 (D28), do Animal 2.
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Animal 3
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Figura 33. Fotografia das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e Grupo
pele de Ra (GPR) nos dias 0 (DO0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21) e

28 (D28), do Animal 3.
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Animal 4
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Figura 34. Fotografia das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de tilapia

esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e Grupo
pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21) e

28 (D28), do Animal 4.
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Figura 35. Fotografia das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de tilapia
esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e Grupo
pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21) e
28 (D28), do Animal 5.
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Figura 36. Fotografia das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de tilapia

esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e Grupo pele
de Ra (GPR) nos dias 0 (DO0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21 (D21) e 28
(D28), do Animal 6.
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Figura 37. Imagem termografica das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de
tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e
Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21

(D21) e 28 (D28), do Animal 1.
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Figura 38. Imagem termografica das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de
tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e
Grupo pele de ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21

(D21) e 28 (D28), do Animal 2.




102

Animal 3 DO D3 D7 D14 D21 D28
N |

DhEe
GPTE . | B

ol 3 . e
GPTC . ‘ : -

ODEa®
GPR - ‘ - B

4 @

Figura 39. Imagem termografica das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele
de tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada
(GPTC), e Grupo pele de ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21) e 28 (D28), do Animal 3.
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Figura 40. Imagem termografica das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo
pele de tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada
(GPTC), e Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7),
14 (D14), 21 (D21) e 28 (D28), do Animal 4.
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Figura 41. Imagem termografica das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele de
tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC), e
Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14), 21

(D21) e 28 (D28), do Animal 5.
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Figura 42. Imagem termografica das feridas do Grupo Controle (CG), Grupo pele
de tilapia esterilizada (GPTE), Grupo pele de tilapia congelada (GPTC),
e Grupo pele de Ra (GPR) nos dias 0 (D0), 03 (D3), 07 (D7), 14 (D14),

21 (D21) e 28 (D28), do Animal 6.
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