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AVALIACAO DA EFICACIA DA PELE DE TILAPIA (Oreochromis niloticus)
COMO XENOENXERTO EM ULCERAS CUTANEAS TRAUMATICAS EM
EQUINOS. Behatriz Odebrecht Costa. Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto
Leitdo de Vasconcelos. Tese de Doutorado. Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Médico-cirargicas. Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos, Faculdade de Medicina, UFC. Fortaleza, 2023.

O cavalo é um animal naturalmente propenso a feridas acidentais, sendo esta uma
das razdes mais comuns para que a espécie seja examinada por um veterinario. No
Brasil, os substitutos biolégicos sdo pouco usados devido ao alto custo, mesmo
sendo mais vantajosos para 0os pacientes em relacdo aos tratamentos tradicionais.
Esse contexto impulsionou a pesquisa para o desenvolvimento de novos dispositivos
biomédicos para uso clinico e a pele da tilapia vem sendo estudada como
biomaterial alternativo. Baseado naeficacia comprovada desse curativo biolégico na
cicatrizagdo de queimaduras em humanos, levantou-se o questionamento dos
beneficios do seu uso na cicatrizacdo de diferentes tipos de ferimentos e em outras
espécies. Sendo assim, 0 estudo teve como objetivo avaliar a eficacia da utilizacao
da pele de Tilapia do Nilo como xenoenxerto no manejo de Ulceras traumaticas em
equinos comparada com o curativo de sulfadiazina de prata. Para tanto, foram
utilizados 13 cavalos sem raca definida, selecionados a partir do plantel de equinos
do RPMONT/PMCE. Sendo um estudo clinico, os animaiscom feridas traumaticas,
gque se enquadravam nos critérios de inclusdo do estudo, foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos de tratamento: Pele de Tilapia e Sulfadiazina de
Prata. Para cada grupo de tratamento foram avaliados os seguintes pontos: variagao
da area da ulcera mensurada no final do tratamento em relacdo a medida pré-
tratamento; tempo para completa cicatrizacdo; propor¢cdo de animais nos quais
houve cicatrizacdo completa da Ulcera durante o periodo de seguimento; nimero de
trocas de curativo ao longo do estudo; analise histopatologica para avaliacdo do
processo inflamatorio e da deposicdo de colageno. Nao houve diferengas
estatisticamente significantes entre 0s dois grupos no que concerne aos parametros
avaliados, exceto no numero de curativos realizados em cada grupo. Portanto, é
possivel concluir que o tratamento com o curativo de pele de tilapia em equinos tem
uma resposta de cicatrizacdo semelhante a de um produto do mercado que €

conhecido por ter um efeito favoravel na cicatrizacdo, porém com uma diminui¢ao



consideravel no numero de curativos, o que implica em maior conforto e,

consequente, melhora do bem-estar do animal.

Palavras-chave: Tilapia; Cavalos; Ferimentos e Lesées; Ulcera Cutanea; Curativos
Biologicos.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFICACY OF TILAPIA (Oreochromis niloticus) SKIN AS
A XENOGRAFT IN TRAUMATIC SKIN ULCERS IN EQUINES

Horses are naturally prone to accidental injuries, which is one of the most common
reasons they are examined by a veterinarian. In Brazil, biological substitutes for
trauma injuries are rarely used due to their high cost, even though they offer more
advantages for patients compared to traditional treatments. This context has driven
research towards the development of new biomedical devices for clinical use, and
tilapia skin has been studied as an alternative biomaterial. Based on the proven
effectiveness of this biological dressing in healing burns in humans, the question
arose about the benefits of its use in healing different types of wounds and in other
species.Therefore, the aim of this study was to evaluate the effectiveness of using
Nile tilapia skin as a xenograft in the management of traumatic ulcers in horses,
compared to silver sulfadiazine dressing. Thirteen mixed-breed horses were selected
from the equine herd of RPMONT/PMCE for this clinical study. Animals with
traumatic wounds that met the inclusion criteria were randomly assigned to two
treatment groups: Tilapia Skin and Silver Sulfadiazine. The following parameters
were evaluated for each treatment group: variation in ulcer area measured at the end
of treatment compared to pre-treatment measurement, time to complete healing,
proportion of animals with complete ulcer healing during the follow-up period, number
of dressing changes throughout the study, and histopathological analysis to assess
the inflammatory process and collagen deposition.There were no statistically
significant differences between the two groups in terms of the evaluated parameters,
except for the number of dressings performed in each group. Therefore, it can be
concluded that treatment with tilapia skin dressing in horses has a similar healing
response to a market product known to have a favorable effect on healing, but with a
significant decrease in the number of dressings required. This implies greater comfort

and consequent improvement in the animal's well-being.

Keywords: Tilapia; Horses; Wounds and Injuries; Skin Ulcer; Biological Dressings.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, no Brasil, o rebanho equino é superior a 5 milh&es, sendo o
maior produtor, o estado de Minas Gerais (IBGE, 2021). Diversos fatores
minimizaram as atividades criatérias ao longo dos anos, a citar o processo de
urbanizacdo, o crescimento tecnolégico agropecuario e a mecanizagdo no campo,
dentre outros. Todavia, o cavalo continua sendo indispensavel para o
desenvolvimento da maioria das propriedades agropecuarias com significativa
importancia na economia local, regional e nacional. Os equinos exerceram um
relevante papel na formacdo econbmica, social e politica brasileira, permitindo
compreender os aspectos fundamentais para a configuracdo do atual perfil do
agronegocio do cavalo (SEAB, 2017).

Nos dultimos anos, estudos demonstram que as diferentes condicdes
ambientais em que os cavalos sdo submetidos podem impactar significativamente
no bem-estar animal (LESIMPLE, 2020). O uso de equipamentos inadequados e
esforco excessivo sdo alguns dos fatores associados aos ferimentos e lesGes de
pele. Animais de criacao, lazer, desporto, trabalho ou de estimacdo estdo entre 0s
mais acometidos por esses traumas. Aleséo fisica € considerada uma das principais
causas que afetam a integridade fisica do individuo. E um grave problema
enfrentado na clinica de equideos, sendo a maior ocorréncia em animais utilizados
para o trabalho (VIEIRA, 2015; LESIMPLE, 2020).

1.1 Ulceras traumaticas em equinos

O cavalo é um animal naturalmente propenso a feridas acidentais. Isso se da,
muitas vezes, devido aos habitos comuns a espécie de saltar obstaculos; disputas
por territério e comida, levando a brigas com episodios de mordidas e coices,
mesmo em um ambiente controlado, em que 0 acesso ao alimento é facil; transporte
em caminhdes; além da propria atividade de trabalho a que esse animal pode ser
submetido, como provas esportivas, policiamento montado e equoterapia. Além
disso, a espécie equina, na natureza, € caracterizada como uma presa, estando
sempre alerta para necessidade de fuga de um predador, o que da ao animal a

caracteristica de ser altamente sensivel a estimulos ambientais, tornando-o
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assustado, levando-o a respostas rapidas e aumentando a probabilidade de
acidentes(BARROSO, 2017).

O tratamento de feridas crbnicas representa um prejuizo ao bem-estar animal
e problemas financeiros para a clinica de equinos. Um estudo do National Animal
Health Monitoring System demonstrou que as feridas sdo uma das razfes mais
comuns para o cavalo ser examinado por um veterinario. Portanto, é de extrema
importancia estudar a fisiopatologia da cicatrizacdo de feridas cronicas para ser
capaz de desenvolver novas estratégias de gerenciamento de feridas e identificar
novos alvos terapéuticos (BUNDGAARD et al., 2018; USDA, 2015).

Em um levantamento feito na Nova Zelandia com veterinarios clinicos de
equinos, as feridas no membro distal, envolvendo apenas a pele e/ou tecidos mais
profundos, foram relatadas por 85% dos entrevistados como as mais
frequentemente encontradas. As feridas neste local também incorreram no periodo
de tratamento mais longo, custo mais elevado e foram as mais propensas a
desenvolver complicagbes (THEORET et al., 2016). Podemos observar esse mesmo

fato acontecendo nos atendimentos clinicos de equinos do Brasil.

Ulceras trauméticas em equinos, podem se tornar feridas crénicas,
apresentando demora e complicacdo para cicatrizar, especialmente nas
extremidades distais. Um numero consideravel de animais tem sua carreira atlética
comprometida por apresentar claudicagéo persistente, membros inchados, tecido de
granulacdo exuberante e cicatrizes extensas. Embora a cicatrizacdo por primeira
intencdo seja o tratamento preferencial, nem sempre € possivel, pois podem ocorrer
casos de contaminacdo, perda excessiva ou comprometimento grave do tecido.
Nesses casos, a cicatrizacdo de feridas por segunda intencédo €, muitas vezes, a
unica opcédo (HENDRICKSON & VIRGIN, 2005; WILMINK & VAN WEEREN, 2005).

1.2 Cicatrizacao de feridas

O veterinario de equino, ao se deparar com um equino ferido, deve
compreender os mecanismos fisiologicos envolvidos na reparacdo, de modo a

elaborar um plano de tratamento adequado(THEORET, 2005).
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A cicatrizacdo de feridas € um processo fisiolégico complexo que requer a
orquestracdo das contribuicbes da matriz extracelular, das células que produzem a
matriz extracelular (tecido de granulacéo e epitélio) e das células responsaveis pela
producdo dos fatores bioativos que funcionam para recrutar outras células
endégenas e ditar as proteinas que elas produzem. Em decorréncia da
complexidade do processo, € inerente que algumas terapias contribuam com mais

de uma forma para o processo de cura (DAHLGREN, 2018).

Especificamente, em uma ferida, o processo regenerativo ou reparo tecidual
consiste em varias fases ativadas por meio de vias bioquimicas intra e intercelulares
(Figura 1). A acdo coordena a restauracdo, integridade tecidual e também a
homeostase. A hemostasia é a primeira etapa do processo de cicatrizacdo, que
consiste na liberacdo de mediadores pelas plagquetas para promover uma
vasoconstricdo na parede do vaso afetado pelo ferimento. Em seguida, uma cascata
de coagulacdo € ativada e encerra a passagem de sangue para fora do vaso
sanguineo (RODRIGUES & CASTILHO-FERNANDES, 2012).

I:I Coagulacao

[ Inflamacéao

f ~ Migracao/ Proliferag&o

Remodelagao r/a j

Plaquetas Neutrofilos

/7Ty Macrotagos

: ll \ - ~ Fibroblastos
i { § e ;

; V .

i N \

/ [ ~

NUmero relativo
de células

Dias apés a ferida

Figura 1. Fases da cicatrizagdo (BARROSO, 2017).
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A cascata de coagulacéo e as vias inflamatorias séo os principais elementos
celulares que envolvem a homeostasia. Fibroblastos, queratinécitos, células
endoteliais, neutréfilos, mondcitos, macrofagos, linfocitos e células dendriticas estéo
envolvidas nessa acdo. Além disso, ainda séo liberadas substancias vasoativas,
como serotonina, histaminas, prostaglandinas e leucotrienos, além de proteinas
adesivas, fatores de crescimento e proteases (BROUGHTON, 2006;
MANDELBAUM, 2003). Toda a ativacdo do sistema imunolégico ocorre de forma

sequencial para iniciar a etapa do processo inflamatério (ROWAN, 2015).

O processo inflamatério é a base para iniciar a cicatrizacdo, uma vez que
remove 0S agentes patogénicos e estruturas danificadas pela injaria tecidual. As
células de defesa (leucocitos e macréfagos) atuam no tecido lesionado e fagocitam
patbgenos que tentam acessar o organismo através do ferimento (ABREU NETO,
2013; OLIVEIRA & DIAS, 2012). Alem disso, essas células liberam citocinas que
amplificam a quimiotaxia de neutrofilos e estimulam demais macrofagos,
gueratindcitos, fibroblastos e expressdo de fatores de crescimento necessarios na
angiogénese e sintese de coldgeno (MEDEIROS, 2016). Ap6s a finalizacdo do
processo de desbridamento pelo proprio organismo, € iniciada a fase de reparo

tecidual.

Na fase de reparo ou reepitelizacdo ocorre a proliferacdo e migracdo de
queratinécitos em direcdo a parte central da lesao, iniciando a etapa de granulacéo
(GENTHIN, 2012). Com a granulagao ocorre a regeneragédo da camada basal, sendo
possivel restaurar as caracteristicas fisiolégicas do tecido epitelial. Dessa forma, o
tecido é remodelado e todas as etapas anteriores sdo desativadas ou realocadas na
ferida, deixando espac¢o para uma regido rica em colageno e outras proteinas de
deposicdo de matriz extracelular (MEC) (RODRIGUES, 2019). No final da fase de
granulacdo € possivel observar a reorganizagdo de fibras de colageno na MEC.
Especificamente, a MEC é rica em fibronectinas, fibroblastos, granulécitos,
macrofagos, capilares e fibras colagenas tipo | e Il (ENOCH E LEAPER, 2008;

VERHAEGEN et al., 2009).

Com a neoformacdo da MEC, inicia-se a fase de cicatrizagdo (HINZ, 2007).

Nessa etapa, a angiogénese ainda nao esta completa, apenas abundantemente
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presente e avermelhada. E importante ressaltar a suma importancia da angiogénese
na remodelacéo tecidual. Nessa fase € possivel evidenciar os leitos vasculares dos
tecidos normais (PEACOCK et al.,, 2012). Moléculas de adesédo celular endotelial
auxiliam na verificacdo das células inflamatoérias durante a inflamacéo e facilitam a
migracdo leucocitaria. A citar, o PECAM-1, mais conhecido como CD31, como uma
importante molécula de adesdo presente na superficie de plaquetas, mondcitos,
macrofagos e neutréfilos. Caracteriza-se como um dos fatores de adesao entre
células endoteliais durante a angiogénese (BERMANet al., 1996; PUSZTASZERI et
al., 2006; KOUHSOLTANI et al., 2016).

Em estudos que avaliaram a expressao dos fatores angiogénicos em lesdes
celulares, através da contagem de vasos sanguineos marcados por campo
utilizando o CD31, foi possivel identificar que a intensidade da angiogénese e a
vascularizacdo caracterizam o0 quadro clinico. Quando aumentados, esses
marcadores aumentam a gravidade da lesdo (PEACOCK et al, 2012). A
caracterizacdo de marcadores angiogénicos e endoteliais (CD31) podem ser (teis
para definir o comportamento biologico da les@o. As interacdes entre os tecidos
permitem avaliar a integridade do processo cicatricial e a homeostase.

O tecido de granulacéo é estabelecido dentro de 3 a 5 dias, sendo formado
a partir da proliferacdo capilar e de fibroblastos, o que o torna fridvel, porém
resistente a infeccdo (WINKLER, 2015). Quando maturados, os fibroblastos tornam-
se miofibroblastos e ddo espaco para o remodelamento da ferida, podendo essa
fase se prolongar por até um ano (XI-QIAO et al., 2009). Durante esse periodo, a
MEC é modificada pela maturacdo da ferida com a substituicdo do colageno tipo Il
para tipo | e a contracdo dos miofibroblastos que atuam na contragdo da ferida
guando aderidos aos feixes colagenosos (HINZ, 2007). Também, ocorre a
diminuicdo do processo angiogénico e do fluxo sanguineo da ferida, bem como a
atividade metabdlica, potencializando a formagé&o cicatricial madura. A finalizacdo do
processo fisiologico do reparo de feridas em mamiferos ocorre com a formacgéo de

cicatrizes.

1.3 A cicatrizagao no equino
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A cicatriza¢do no cavalo h4 muito tempo chama a atencao de pesquisadores,
devido a facilidade dessa espécie em se ferir, além de peculiaridades na sua
cicatrizacdo, no qual tratamentos de longo prazo e, algumas vezes, de custo elevado
s&80 necessarios para tentar modular a cicatrizacdo. Além disso, ha prejuizo para o
animal, que fica parado por longos periodos, ou, em alguns casos, impossibilitado de
exercer suas funcbes permanentemente (BARROSO, 2017), portanto, quaisquer
mecanismos que acelerem a cicatrizacdo de feridas tem um impacto significativo
(KNOTTENBELT, 1997).

Feridas crbnicas sdo aquelas que demoram a cicatrizar e ndo conseguem
passar pelos estagios normais de cicatrizacdo de maneira ordenada e oportuna.
Devido as circunstancias comumente encontradas quando os cavalos sao feridos, as
feridas crbnicassdo um desafio para quem trabalha com clinica de equinos. Uma
compreensao de por que os cavalos desenvolvem feridas que ndo cicatrizam e as
opcOes para o manejo dessa condi¢cdo ajudam a aliviar parte da frustracdo (MAHER
& KUEBELBECK, 2018).

E comum que os equinos tenham feridas nos membros, especialmente em
regides mais distais (Figura 2), e sabe-se que as feridas localizadas nas regides
distais dos membros tém a cicatrizacdo mais dificil comparadas com feridas no
corpo. Esse dado foi relatado em um estudo que mostrou a transicdo epitelial-
mesenquimal e a diferenciacdo de queratindcitos na cicatrizacdo por segunda
intencdo de feridas experimentais no corpo e nos membros de equinos em que as
feridas do corpo pareciam ter queratindcitos mais diferenciados na ponta do epitélio
migratorio, tais diferencas podem ser parte da explicacdo para a pior cicatrizacédo
descrita em feridas de membros equinos (JORGENSEN et al., 2019b).
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Figura 2: Ferida em regido distal de um membro posterior equino (HACKET, 2011).

Uma peculiaridade importante das feridas distais dos membros equinos € o
alargamento inicial do leito da ferida apds a lesdo, aumentando para quase o dobro
do tamanho original nas primeiras duas semanas. Este alargamento que acontece
nas feridas dos membros é mais pronunciado do que em feridas localizadas em
outras regides do corpo. As causas propostas sdo a alta tensdo da pele nessa
regido, a auséncia de musculos cutdneos e o alto grau de movimentacdo nesta
regido. Além disso, a resposta inflamatoria primaria das feridas dos membros
equinos parece ser menos intensa do que nas feridas do corpo, atrasando a
cicatrizagdo (ANANTAMA et al.,, 2022). A baixa produgédo inicial de TNFa, IL-1,
guimiotaticos, TGF-f3, e ROS em cavalos pode explicar o inicio fraco da resposta
inflamatéria e a consequente persisténcia da inflamagdo (WILMINK & VAN
WEEREN, 2005).
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Outro fator que deve ser levado em conta na cicatrizacdo de feridas é o suporte
sanguineo. A angiogénese é necessaria para restaurar a rede de vasos sanguineos
e apoiar a restauracdo do tecido. No entanto, estudos encontraram uma menor
saturacdo de oxigénio em feridas de membros comparadas com feridas em outras
regides do corpo, mostrando que existem diferencas regionais na oxigenacdo da
ferida durante a cicatrizagdo normal (CELESTE et al.,, 2011). A oclusao da
microvasculatura € prejudicial a resposta inflamatoria e estimula a angiogénese
excessiva e a fibroproliferacdo via citocinas e outros mediadores (THEORET et al.,
2013).

Outra importante peculiaridade na cicatrizacdode feridas em equinos é a
formacdo de tecido de granulacdo exuberante (TGE), intercorréncia muito comum
nesta espécie. O TGE parece ser influenciado por mediadores inflamatérios. Na
cicatrizacdo dérmica equina ocorre uma fraca resposta inflamatoria persistente, que
€ mais pronunciada nas extremidades do que no tronco, portanto, o TGE se
desenvolve mais em feridas de membros do que em feridas localizadas em outras
partes do corpo (THEORET et al., 2013).

A formacao de tecido de granulacdo através da fibroplasia € um componente
essencial da cicatrizacdo de feridas. O tecido de granulacdo é importante para
preencher os defeitos da ferida, para cobrir o tenddo exposto, 0 0sSso e outras
estruturas vitais e para fornecer um substrato para a migracdo epitelial, sendo
essencial para a contracdo da ferida. Idealmente, a proliferacdo do tecido de
granulacéo cessa quando o defeito da ferida atinge a superficie. A migracao epitelial
e a contracdo comegam como 0s principais mecanismos de cura. Infelizmente, em
alguns cavalos, a proliferacdo do tecido de granulacdo continua inabalavel, levando
a um TGE (Figura 3) que é caracteristicamente elevado acima da superficie da
ferida, irregular, cronicamente inflamado, contrai mal, devido a fibrose, e é uma

barreira fisica para a epitelizagéo da ferida (HACKET, 2011).
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Figura 3: Tecido de granulacdo exuberante em regido distal de membro equino. Observa-se o tecido

elevado acima das bordas da pele (Theoret, 2004).

1.4 Abordagem terapéutica de ferida em equinos

Existem varias abordagens terapéuticas para o tratamento de feridas,
especialmente em equinos, em que consistem basicamente de limpezas diarias das
feridas, aplicacdo de pomada cicatrizante e curativo quando possivel e necessario.
Dependendo do local da ferida, ndo é possivel cobrir com um curativo, favorecendo
a contaminacgéo, principalmente devido ao ambiente em que o animal vive, que
geralmente tem areia e moscas, sendo necessdrias varias limpezas durante o dia.

Além disso, caso haja formacgéo de tecido de granulacdo exuberante, € essencial
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que seja feita a remocdo cirargica desse tecido em excesso. Todo esse
procedimento se torna oneroso e trabalhoso para os proprietarios e tratadores,
respectivamente, o que nos faz buscar alternativas para o tratamento de feridas
nessa espécie (STASHAK & FARSTVEDT, 2004).

O manejo bem-sucedido de feridas em equinos depende do conhecimento
dos estagios de cicatrizacdo de feridas, dos fatores que podem alterar esses
estagios, bem como os estagios de cicatrizacdo podem ser manipulados e da
adesdo aos principios de cicatrizacdo de feridas. Os desafios que complicam o
manejo de feridas incluem: a incapacidade de imobilizar e/ou confinar pacientes
equinos e manter um ambiente limpo durante 0s estagios iniciais criticos da
cicatrizacdo. Devido a esses desafios, o veterinario de equinos depende muito de
técnicas de bandagem e coaptacdo externa para tratar e gerenciar feridas com
sucesso. O tipo de curativo usado € determinado pela regido do corpo que esta
lesionada. As feridas dos membros distais sdo as mais propicias ao curativo,
enquanto as feridas no ombro e na garupa podem ser dificeis de enfaixar de
maneira tradicional. Feridas na cabeca e no pesco¢o sdo propicias ao curativo com
modificacdes criativas (EGGLESTON, 2018).

Diante desse cenario, varias alternativas sdo pesquisadas para otimizar o
tratamento de feridas em cavalos com o objetivo de encontrar solucdes praticas e de

custo acessivel para os diversos perfis de tutores desses animais.

Como medida terapéutica indicada para feridas é recomendavel a aplicacdo
de solucdes antissépticas na lesdo, tais como o iodo-povidona, solucdo de
clorexidine e agua oxigenada ou peréxido de hidrogénio, onde estas solucdes
apresentam atividades antimicrobianas minimizando o risco de infec¢gdes. Outra
forma alternativa de tratamento de lesbes, que sdo abordados na literatura e vem
sendo testados rotineiramente na clinica cirirgica de grandes animais, sao 0S
medicamentos fitoterapicos. Como exemplo de fitoterapicos que ja foram testados,
temos: Oleo de copaiba, barbatiméo, aloe vera, propolis, 6leo de semente de
girassol, entre outros (OLIVEIRA JR. et al., 2012; ARGENTINO et al., 2017). E,
recentemente, foi verificado, com um bom resultado na cicatrizagdo, um composto

com mel e 6leos de alecrim e camomila (ANIS et al., 2021). Além disso, observou-se
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gue o uso de maltodextrinapode reduzir o alargamento inicial da ferida e promover a
formacéao de tecido de granulacdo (HOWARD et al., 2019).

Tratamento de feridas utilizando células-tronco também demonstra ser um
potencial recurso para essa finalidade terapéutica. Sendo, inclusive, comparado o
tratamento autélogo versus alogénico com células-tronco do tipo epitelial em um
modelo in vivo de feridas na pele de equinos (SPAAS et al., 2015). Recentemente, o
plasma rico em plaquetas (PRP) liofilizado e um meio condicionado com células
tronco comecou a ser investigado para uso terapéutico em equinos (FREITAS et al.,
2023). No entanto, apesar do proposto sucesso do tratamento, pode ser uma terapia
inviavel, em alguns casos, devido ao alto custo e dificuldade na obtencdo do

produto.

Uma terapia que se difundiu nos ultimos anos foi a ozonioterapia. Para o
tratamento de feridas, o 0z6nio pode ser utilizado em trés formas: agua ozonizada,
0leo ozonizado ou na forma de gas, utilizando a via tépica, injetavel ou retal (SOUZA
et al., 2021). Também configura uma alternativa de custo elevado e de dificil acesso

por existirem poucos profissionais que realizam esse procedimento terapéutico.

Todas essas alternativas, mesmo que o produto seja de baixo custo,
necessitam de curativos diarios, exigindo o uso de mais mao de obra e material, o
gue torna o procedimento oneroso, além do estresse causado ao animal devido o
mesmo ser manipulado todos os dias no local da lesdo, sem contar as alternativas

em que o produto ja possui o custo de obtencéao elevado.

Além das opcles propostas para resolucdo clinica da ferida, é possivel ser
necessario, como parte do tratamento, um procedimento cirdrgico na lesao para que
0 sucesso seja alcancado. Como dito anteriormente, caso o TGE esteja presente,
frequentemente € necessario um procedimento cirargico para sua retirada e uma
longa internacédo. As despesas envolvidas podem ser um impedimento para 0S
proprietarios. Curativos oclusivos foram recentemente descritos como uma boa

opcéao para tratamento de TGE em equinos (HACKET, 2011).

A medicina regenerativa, em seus termos mais gerais, refere-se a criacdo de

biomateriais para substituir ou restaurar tecidos nativos que estdao ausentes,



32

perdidos ou danificados devido a defeito congénito, envelhecimento, doenga ou
lesdo. Esta definicdo cobre uma vasta gama de terapias. Exemplos mais simples de
medicina regenerativa sao usados na medicina humana e veterinaria diariamente
como PRP ou gel autélogo rico em plaquetas (GRP), soro condicionado autélogo e
hidrogel de quitosana. O campo das terapias regenerativas esta se expandindo em
um ritmo tdo rapido que € dificil acompanhar as novas descobertas cientificas
(LACOPETTI et al., 2012; DAHLGREN, 2018; SPARKS et al., 2021).

Dentro da medicina regenerativa podemos citar os curativos oclusivos, no
qual existem diversos tipos de curativos e coberturas disponiveis no mercado. O
curativo oclusivo é util nas seguintes etapas de recuperacdo do tegumento:
higienizacdo, desbridamento, diminuicdo da populacdo bacteriana, controle do
exsudato, estimulo a granulacédo e protecdo da reepitelizacdo (SMANIOTTO et al.,
2012).

A selecéo do curativo deve ser baseada em sua capacidade de fornecer ou
manter o ambiente Umido, promover a migracdo epidérmica, promover a
angiogénese e a sintese do tecido conjuntivo, permitir a troca gasosa entre o tecido
lesado e o ambiente, para o leito da ferida e melhorar a migracdo epidérmica,
fornecer protecdo contra infeccdo bacteriana. Além disso, deve serfacil de remover
ap0s a cicatrizacdo, fornecer um ambiente favoravel ao desbridamento para
melhorar a migracéo de leucdcitos e apoiar o acumulo de enzima e deve ser estéril,

nao toxico e ndo alérgico (DHIVYA et al., 2015).

Os substitutos cutaneos sdo caracaterizados como uma via de tratamento
alternativo no processo de cicatrizacdo de feridas. Especificamente, os enxertos
cutaneos sao segmentos de pele compostos de epiderme e por quantidades
variaveis de derme, podendo variar de delgados a espessos dependendo da
guantidade de derme (FERREIRA, 2021). Todavia, a literatura reporta menor
durabilidade, maior predisposi¢céo a traumas e podem ter crescimento piloso ausente
Ou esparso em comparacdo com 0s enxertos de espessura totais (MACPHAIL,
2014).
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J4 as matrizes dérmicas ou substitutos bioldégicos apresentam-se como
biomateriais permissivos a neovascularizacéo e formacdo de uma neoderme em vez
de apenas uma cicatriz em lesfes cutaneas (FERREIRA, 2021; CORREA, 2018).
Essas terapias associadas potencializam o processo cicatricial para a cura, uma vez
que possibilitam enxertos cutaneos mais finos, de espessura parcial; minimizam os
danos da area doadora em casos de autoenxerto e reduz a formacao de cicatrizes.
Um biomaterial desejavel para o tratamento de feridas abertas, ndo s6 de animais,
mas também de seres humanos € caracterizado pela diminuicdo da manipulacéo,
dor e estresse diario e, consequentemente, proporcionando uma recuperagdo mais
rapida (PIRESet al., 2015; CORREA, 2018; MOERBECK-FILHO et al., 2019).

Nesse sentido, a medicina regenerativa juntamente com a bioengenharia de
tecidos tem avancado com o desenvolvimento e emprego de matrizes biol6gicas
para regenerar tecidos ou 6rgdos danificados em situacdes clinicas como lesdes,
infecgdes ou traumas (KAUL &VENTIKOS, 2015). Diversos biomateriais tém sido
desenvolvidos com esse objetivo e podem ser de natureza sintética, semissintética
ou derivados de tecidos biolégicos. Suas aplicagBes variam de curativos temporarios
e removiveis até matrizes proteicas biocompativeis e permanentes, muitas vezes
absorvidas pelo organismo do paciente (PERES, 2014). No Brasil, os substitutos
biolégicos sdo pouco usados devido ao alto custo, apesar de serem
significativamente mais vantajosos para 0s pacientes em relacdo aos tratamentos
tradicionais (FERREIRAet al., 2011). Esse contexto, impulsionou a pesquisa para o

desenvolvimento de novos dispositivos biomédicos para uso clinico.

1.5 Pele de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), pertencente a familia dos ciclideos, é
originaria da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa, encontrando-se amplamente
disseminada nas regides tropicais e subtropicais, como o Oriente Médio (Israel), no
Sudeste Asiatico (Indonésia, Filipinas e Formosa) e no Continente Americano,
Estados Unidos, México, Panama e toda a América do Sul (CARVALHO, 2006). Tem

rapido crescimento, grande rusticidade, facil manejo, alto indice de rendimento e
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possui carne de Otima qualidade, atingindo cerca de 800 a 1000 gramas, em 6
meses de cultivo. Foi introduzida no Brasil em 1971, por intermédio do
Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS), nos acudes do
Nordeste, difundindo-se, posteriormente, para todo o pais (CASTAGNOLLI, 1996).
No Ceard, a piscicultura da tilapia encontra-se difundida em diversos reservatorios,
nas principais bacias hidrograficas do Estado, sendo o Acude Castanhao, localizado
nos municipios de Jaguaribara, Alto Santo, Jaguaribe e Jaguaretama, o seu principal

produtor.

A pele de peixe é um produto nobre e de alta qualidade, pois possui
resisténcia peculiar (AZEVEDO-SANTOS et al., 2011). Contudo, a comercializacéo e
a industrializagdo dessa pele enfrentam problemas de competitividade com outras
peles existentes no mercado, devido ao pequeno tamanho e a sua fragilidade para
uso industrial. Quando se deu inicio ao estudo com a pele de Tilapia, menos de 1%
desse material era aproveitado no artesanato. Portanto, a pele de tilapia é
considerada economicamente de pouca rentabilidade e, consequentemente, tornou-
se um subproduto de descarte na piscicultura. Por outro lado, como ja foram citados
anteriormente, diversos materiais de origem biolégica vém sendo testados e alguns
ja foram introduzidos na terapéutica, como curativos oclusivos no tratamento de

queimaduras.

Desde 2015, a pele da tildpia vem sendo estudada como biomaterial
alternativo para ser usado na medicina regenerativa. Os estudos histolégicos e
tensiométricos realizados pela equipe de pesquisadores do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento em Medicamentos (NPDM), demonstraram que as caracteristicas
microscoépicas da pele da tildpia sdo semelhantes a estrutura morfoldgica da pele
humana e que possui elevada resisténcia e extensao a tragdo em quebra. A pele da
tilapia é constituida, predominantemente, por derme, com auséncia total de
revestimento epitelial. A derme superficial mostra fibras colagenas compactadas e
em paralelo, enquanto que na profunda, as mesmas sao espessas e dispostas, ora
em paralelo ora transversalmente (ALVES et al, 2015). Como a pele da tilapia
apresentou uma boa resisténcia a tracdo e a compressdo, viu-se uma real
possibilidade de que a mesma pudesse vir a ser utilizada como curativo oclusivo

bioldgico no tratamento de queimaduras, o que levou a continuidade nos estudos.
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Em 2016, estudos microbiolégicos foram realizados para avaliacdo da
microbiota dos peixes utilizados para extracdo das peles. Foi um estudo
observacional, quantitativo e transversal. 20 espécimes de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), pesando aproximadamente 1.000 gramas cada um, tinha
sua microflora oral e da pele cultivada em placas que foram analisadas. Foram
selecionadas todas as colbnias com caracteristicas morfologicas distintas, e re-
isoladas. 113 microorganismos foram isolados, sendo que 0S microorganismos
gram-negativos foram 0s mais prevalentes. Gram-positivo Globicatella,
Streptococcus e Enterococcus também foram encontrados. Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacteriacae foram isolados em placas de todos os estudos.
Gram-positivas Enterococcus faecalis foi prevalecente em 70 a 60% das amostras
de pele e por via oral, respectivamente. Ao considerar a auséncia de sinais
infecciosos nos peixes e uma carga inferior a 100.000 unidades formadoras de
colénias (CFU's), conforme padronizado para a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), concluiu-se que os valores de CFU's encontrados neste estudo

eram de microfloras normais e néo infecciosas (LIMA-JUNIOR et al., 2016).

Visto que a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie de peixe mais
cultivada no Brasil, sua carne possui exceléncia de aceitacdo no mercado de
alimentos (PEIXE BR, 2021) e sua pele continua sendo subproduto de descarte da
industria, o primeiro bioproduto da pesquisa foi a pele de tilapia em Glicerol. No
processo de producdo, a pele é submetida a duas etapas de clorexidina e tres
etapas com Glicerol (50%, 75% e 100%) (LIMA-JUNIOR et al., 2017). Testes de
radioesterilizacdo gama foram realizados no Instituto de Pesquisas Energéticas
Nucleares (IPEN) e demonstram que as diferentes substancias utilizadas no
processo de esterilizacdo da pele da tildpia do Nilo ndo modificaram a sua
constituicdo histologica. As peles submetidas a irradiacdo apresentaram, de forma
dose-dependente, maiores valores de deformacédo a tracdo e menor extensdo a
tracdo em quebra. Isto pode ser atribuido a disposicdo mais em paralelo das fibras
colagenas, as quais, em amostras nao irradiadas, apresentam-se, também, de forma
transversal/vertical, provavelmente, aumentando a extensdo. Esta disposicdo mais
paralela dos feixes colagénicos foi verificada nas doses de 25kGy e 35 kGy (ALVES
et al., 2015; ALVES et al., 2018).
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Todos esses resultados motivou a equipe de pesquisadores do NPDM da
Universidade Federal do Ceara (UFC) a realizar estudos in vivo com ratos da
linhagem Wistar (Rattus norvergicus) para demonstrar o uso da pele de Tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus) como curativo biolégico oclusivo no tratamento de
queimaduras em ratos. A pele da tilapia foi aplicada em quatro grupos de 10 ratos,
sendo dois grupos controles e dois com queimaduras de 2° grau superficial e
profundo. Foi apresentando um resultado de néo inferioridade do tratamento com a
pele em relacdo ao tratamento convencional com o antimicrobiano sulfadiazina de
prata do grupo controle, tendo boa aderéncia ao leito da ferida e ndo ocorreram
alteracdes nos exames laboratoriais de funcédo hepatica, renal e hemograma (LIMA-
JUNIOR et al., 2017).

Os resultados obtidos nas etapas da fase pré clinica (in vitro e in vivo),
principalmente pela sua semelhanca histolégica e bons resultados obtidos em
animais de laboratorio, confirmaram que a pele da tilapia pode ser uma boa opcéo
de tratamento local das queimaduras e feridas (LIMA-JUNIOR et al., 2017).

Os excelentes resultados culminaram no avanco dos estudos com a pele de
tilapia, dando inicio ao estudo de fase |. No estudo de fase |, que aconteceu em
2016, foi realizado um estudo clinico para avaliar a seguranca e o potencial de
irritabilidade e sensibilizacdo cutanea da pele de tildpia. Essa pesquisa foi
terceirizada e feita pela empresa Allergisa. Apenas 4 participantes (6,9% do total)
apresentaram sinais clinicos cutadneos, sendo que entre estes sujeitos, trés ja
relatavam historico prévio de alergias e o outro sujeito apresentou reacdo no local
onde o esparadrapo estava aderido, ndo qualificando, desta forma, como uma
reacdo relacionada a pele da tilapia. 93,1% dos participantes da pesquisa nao
apresentaram nenhum tipo de reagéo. Tais resultados demonstraram que a pele n&o
causou irritacdo ou sensibilizacao significante na pele dos sujeitos de pesquisa

saudaveis, demonstrando seguranca na sua ultilizagcdo em seres humanos.

Apoés relevantes publicacbes de relatos de casos relacionados ao uso do
produto em humanos, incluindo casos pediatricos, com excelentes resultados
(COSTA et al., 2017; COSTA et al., 2019; LIMA-JUNIOR et al., 2019; LIMA-JUNIOR
et al., 2020a; LIMA-JUNIOR et al., 2020b), somando-se a alta disponibilidade de
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matéria-prima e por ser uma tecnologia genuinamente nacional, abriu-se a
possibilidade para uso nas mais diversas aplicacdes biomédicas. Uma inovacdo que
podera ser fabricada a custo reduzido, com impacto ecoldgico positivo e sustentavel.
Dessa forma, o produto tera vantagem competitiva em relacdo aos concorrentes
importados e grande potencial de inser¢cdo no mercado nacional, gerando um
impacto financeiro e social significativo no sistema de salude publico e privado do
Brasil (LIMA-JUNIOR et al., 2021).

Este fato motivou o inicio do estudo de fase Il, no qual se enquadravam
pacientes com queimaduras de 2° grau superficial ambulatorial, queimaduras de 2°
grau superficial internado, queimaduras de 2° grau profundo internado e queimadura
de 3° grau, para avaliacdo da eficacia da pele da Tilapia como curativo biolégico
oclusivo no tratamento de queimaduras em adultos, em comparacdo com O
tratamento convencional utilizando sulfadiazina de prata. Os resultados obtidos
foram positivos, a pele da Tilapia apresentou boa aderéncia ao leito das feridas,
reduzindo a dor e o sofrimento dos pacientes. Sua utilizacdo reduziu o nimero de
dias até a completa re-epitelizacdo, assim como o niumero de troca de curativos e
consequentemente o numero de anestesias e analgesias utilizadas, auxiliando no
processo de cicatrizacédo, diminuindo a perda de liquidos, demonstrando beneficios
para os pacientes (LIMA-JUNIOR et al., 2020b).

E, finalmente, em 2021 foram publicados os dados do estudo de fase lll,
avaliando o controle da dor e reducdo dos custos, no qual observou-se que ao
acelerar a reepitelizacdo, melhorar a dor relacionada a queimadura e diminui os
custos relacionados ao tratamento, podendo a pele de tilapia do Nilo beneficiar os
sistemas de salde publica com 0s poucos recursos dos paises em desenvolvimento
(LIMA-JUNIOR et al., 2021). Esses resultados confirmam a pele de tilapia como um
novo biomaterial de grande potencial em medicina regenerativa. O curativo bioldgico
em Glicerol oriundo da pele de tilapia foi utilizado como um promissor biomaterial de
origem animal, de facil obteng&o, principalmente como curativo oclusivo para o
tratamento de queimaduras (LIMA-JUNIOR et al., 2017; 2019).

Recentemente, foi desenvolvido o segundo produto a partir da pele de tilapia

in natura: a pele de tilapia liofilizada. Com isso, foi possivel reduzir os custos de
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producdo, embalagem, conservagdo e transporte das peles de tilapia comparadas
com as produzidas em glicerol. Com grande sucesso, foi aplicadado como um novo
dispositivo empregado no tratamento de lesdes cutaneas em mais de 500 pacientes
gueimados, em mais de 53 vaginoplastias e cirurgias de redesignacao sexual (DIAS
et al.,, 2019a; 2019b; 2019c; SLONGO et al., 2019; LIMA-JUNIOR et al., 2020c;
RODRIGUES et al., 2020). No Brasil, o tratamento convencional para queimaduras
consiste de pomada antibidtica, que provoca intensa dor com as trocas diarias de
curativos. Por outro lado, as vaginoplastias e as cirurgias de redesignacao sexual
geralmente sdo realizadas com autoenxertos, que geram sequelas, morbidades e
grande sofrimento pds-operatério. Nesse contexto, o curativo biolégico de pele de
tilapia apresentou-se como um biomaterial alternativo, barato, biossustentavel,
efetivo e reduz a dor do paciente. Este curativo supera desafios do tratamento de
gueimados do Brasil, pois, propicia melhores resultados com potencial reducao de

custos, contribuindo para a qualidade de vida dos pacientes.

Clinicamente, os animais também sdo frequentemente acometidos por
diferentes tipos de feridas abertas, e a determinacdo do manejo adequado para o
tratamento é essencial para a cicatrizacdo das lesées (ABDULLAHI et al., 2014). O
manejo diario de feridas abertas gera um grande desconforto, dor e estresse. As
técnicas mais utilizadas sdo spray de prata, oxigenoterapia, o0zonioterapia,
hidrocoloides etc, sendo todos de alto custo. A busca por novas técnicas e terapias
regenerativas € necessdria para a cicatrizacdo eficiente das lesdes cutaneas e o
bem-estar animal (CAMPOS et al., 2007).

Dessa forma, a pele de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) se apresenta
como um biomaterial promissor para o tratamento na forma de curativo oclusivo ou
para gerar uma matriz dérmica, principalmente para casos de queimaduras de
3°grau (muito profundas) e feridas extensas (LIMA-JUNIOR et al., 2017; 2019). O
seu uso em feridas é uma alternativa de tratamento tanto para seres humanos
quanto para animais, diminuindo a manipulacdo, dor, estresse diario e
proporcionando uma recuperacdo mais rapida (COSTA et al., 2017). O uso dessa
matriz dérmica, possibilita 0 acesso a novas terapias no tratamento na medicina

veterinaria. Aléem disso, expande o0s horizontes da pesquisa e torna-se uma
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cobertura biolégica mais acessivel que as demais matrizes j4 existentes no

mercado.
1.6 Relevancia e justificativa

A pele da tilapia vem sendo estudada desde 2015, como uma possivel fonte
de biomaterial para enxertia, pois ela possui caracteristicas microscépicas
semelhantes a estrutura morfologica da pele humana; elevada resisténcia e
extensdo a tracdo em quebra, o que suporta sua possivel aplicacdo como
biomaterial; e a derme desta pele € composta por feixes organizados de fibras de
coldgeno denso, predominantemente do tipo |, o que traz consideravel importancia
para o seu uso clinico (ALVES et al., 2015).

Em 2016, novos estudos foram realizados para caracterizar a microbiota da
pele da tilapia e os resultados encontrados indicaram a presenga de microbiota
normal, ndo infecciosa, ndo sendo ela, portanto, uma fonte de contaminagéo (LIMA
JUNIOR, 2016).Em 2017, foi divulgado o resultado do uso da pele de tilapia como
curativo biolégico oclusivo no tratamento de queimaduras em ratos em que a pele da
tilapia apresentou boa aderéncia no leito das feridas induzidas, interferindo
positivamente no processo cicatricial, no qual esses resultados possibilitaram o
prosseguimento das investigacbes para pesquisas em seres humanos para
confirmacéo da sua seguranca e eficacia como curativo biologico (LIMA JUNIOR,
2017). No mesmo ano, foi publicado um relato da avaliacdo da reducdo do uso de
analgésicos por pacientes ambulatoriais de um centro de queimados de referéncia
em Fortaleza-CE com a aplicacdo da pele de tilapia como curativo biolégico oclusivo
no tratamento de queimaduras de segundo grau superficial, em que concluiu-se que
a utilizacédo de pele de tilapia no tratamento desse tipo de queimadura gera menos
dor para o paciente do que o tratamento com a pomada de sulfadiazina de prata, 0
gue acarreta em um cuidado médico mais humanizado e diminui os custos gerados
para o Sistema Unico de Salde (SUS) (COSTA, 2017).

Baseado na comprovacao da eficacia do curativo bioldgico da pele da tilapia
na cicatrizacdo de queimaduras de segundo grau em humanos levantou-se o
questionamento dos beneficios do uso da pele da tilapia na cicatrizagdo de outros

tipos de ferimentos, além de queimaduras, e em outras espécies. A espécie
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escolhida foi a equina devido o enorme desafio, pois sdo animais que
frequentemente se ferem acidentalmente e precisam ficar afastados das suas
atividades por bastante tempo, até completa cicatrizacdo dos ferimentos. Além
disso, essa espécie tem uma caracteristica na cicatrizacdo de feridas que, muitas
vezes, € um inconveniente para a sua recuperacdo que € a formacado de tecido de
granulacdo exuberante. Com esse estudo, pretendemos ter alternativas para uma
rapida recuperacéo desses pacientes, diminuindo a formacéo do tecido exuberante,
além de permitir que menos curativos sejam feitos, estressando menos esses
animais, causando menos dor e diminuindo os custos do tratamento, além do risco

de acidente para quem estiver tratando do animal.

Estudos clinicos jA fazem parte da rotina da pesquisa em humanos, no
entanto, na Medicina Veterindria, especialmente se tratando de feridas, os estudos
experimentais ou pré-clinicos sdo mais comuns. Frequentemente é observado
estudo de feridas em cavalos, em que as lesdes sdo confeccionadas pelo
pesquisador, na regido dos membros ou garupa, padronizando o tamanho da leséo
e o dia de inicio do tratamento. Portanto, esse € um estudo clinico pioneiro na
medicina equina, em que as lesbes ndo sao confeccionadas, mas séo utilizados os

casos de feridas traumaticas que surgem na rotina.

Diante disso, considerando a lacuna acerca do comportamento desse curativo
biolégico em outros tipos de ferida e espécies, este estudo tem a finalidade de
responder a seguinte pergunta: a aplicacdo de xenoenxerto de pele de tilapia em
feridas acidentais em cavalos € eficaz para acelerar o processo de cicatrizacéo e,
por conseguinte, reduzir o tempo de inatividade do animal, bem como diminuir o

numero de trocas de curativo?
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficdcia da utilizacdo da pele de TilapiadoNilo (Oreochromis

niloticus)como xenoenxerto no manejode Ulceras traumaticas em equinos

comparadacom o curativo oclusivo com sulfadiazina de prata.

2.2 Objetivos especificos

Comparar as duas abordagens terapéuticas no que concerne aos seguintes

parametros:

Andlise macroscopica do processo de cicatrizacdo, por meio de planimetria da
Ulcera, para avaliacdo da reparacdo por contracdo e epitelizacdo da ferida,
mediante a determinacao do percentual de cicatrizacao total em relacdo a medida
da ulcera verificada no pré-tratamento;

Andlise clinica do processo de cicatrizacdo da ferida por meio da aplicacdo do
instrumento Pressure Ulcer Scale for Healing (PUSH);

Tempo até a completa cicatrizacao;

Numero de trocas de curativo ao longo do estudo;

Andlise histopatologica para avaliagdo do processo inflamatério, da deposicdo de
coldgeno e da resposta angiogénica.
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3METODO

3.1 Caracterizacao do estudo

Trata-se de um estudo de intervencdo em equinos, prospectivo,
aberto,randomizado e controlado, com o propoésito de avaliar a eficicia da pele de
TilapiadoNilo (Oreochromis niloticus) como xenoenxerto no manejo/tratamento de
Ulceras traumaticas em equinos comparada com o curativo oclusivo com sulfadiazina

de prata.

3.2 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido & apreciacéo pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC), tendo sido
APROVADO conforme o protocolo CEUA n°® 1560010219 de 16/04/2019.0 estudo foi
realizado em conformidadecom as normas de boas praticas referentes as pesquisas
gue envolvem o uso de animais, adotadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.3 Local de realizag&do do estudo

O estudo foi realizado no Banco de Pele Animal do NPDMdaUFC, onde foram
preparadas, embaladas e armazenadas as fracdes de pele de tilapia, bem como no
Regimento de Policia Montada (RPMONT) da Policia Militardo Ceard (PMCE), onde
foram selecionados o0s animais que integrarama parte clinica do estudo.

O RPMONT é uma das unidades especializadas da Policia Militar do Ceara e
estd localizado na cidade de Fortaleza-CE e possui um plantel de mais de 100
cavalos, porém, apesar da sua atividade fim ser o policiamento montado, dentro
desse numero se encontram animais aposentados ou que participam de projetos
sociais como a equoterapia e equitacao para criangas. A maior parte dos animais €
criada na forma de sistema semi-intensivo em que passa parte do dia em baia e

outra parte solto em piquete, respeitando os lotes especificos.

Entre os diversos departamentos distribuidos no quartel, existe o
Departamento Médico Veterinario (DMV) composto por um oficial, um auxiliar, uma

veterinaria e quatro auxiliares veterinarios que trabalham sob escala de modo que os
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equinos tenham assisténcia emergencial 24h por dia. Para isso, 0 RPMONT possui
um espago denominado “enfermaria” onde os atendimentos e tratamentos clinicos
sao realizados. Em casos de necessidade cirurgica, os animais sdo encaminhados

para um Hospital.

3.4Animais

Foram utilizados 13 cavalos(Equus caballus) sem raca definida,selecionados
a partir do plantel de equinos do RPMONT. Os animais se encontravam alojados em
baias individuais, com tamanho e piso conforme padrdo da instituicdo, iluminacao
natural, alimentados com feno e racao prépria para a espécie e com acesso a agua
potavel. O manejo alimentar e de soltura dos animais néo foi alterado pelo estudo,

sendo mantida a rotina a qual os mesmos ja estavam habituados.

3.4.1 Critérios de inclusao

Os seguintes critérios foram satisfeitos para que o animal fosse incluido no

estudo:

e Equinos de ambos os sexos;
e Faixa etéaria: de 5 a 30 anos;
e Massa corporal: entre 400 e 600 kg;

e Presenca de Ulcera trauméticalocalizada nos membros anteriores ou posteriores,
com areando inferior a 12 cm?, area obtida através da multiplicacdo do maior e
menor didmetro da lesdo. Em animais que apresentaram mais de uma Ulcera, a
de maioréarea foi escolhida;

e Auséncia de outras doencas significativas, que a juizo do médico veterinario,
pudessem interferir na resposta ao tratamento ou nos procedimentos
estabelecidos no protocolo.

3.4.2 Critérios de exclusao

A ocorréncia de algumdos seguintes critérios excluiu o animal da pesquisa:

¢ Hipersensibilidade conhecida aos constituintes do produto sob investigacdo ou a
compostos relacionados; historia de reacdes adversas sérias;
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e Animal com evidéncia atual de doencas significativas de origem: gastrintestinal,
cardiovascular, hepatica, renal, pulmonar, ou outra que impedisse a sua inclusédo
no estudo e/ou que, a juizo do pesquisador principal, expusesse 0 equino a risco
adicional do que normalmente previsto;

e Ter efetuado qualquer tratamento prévio para a lesdo em questdo que, a juizo do
pesquisador principal, possa interferir nos objetivos do estudo ou realizado
tratamento dentro dos 3 meses prévios ao estudo com qualquer farmaco
reconhecidamente com potencial toxico bem definido para os grandes érgaos;

e Existéncia de qualquer condicdo que impedissea inclusdo do animal no estudo,
segundo julgamento do investigador.

3.4.3Critériosde descontinuacao

Constituem critérios para descontinuacao do animal no estudo:

e Qualquer condicdo clinica que, a critério do pesquisador, impedisse a
continuidade do animal no protocolo;

e QOcorréncia de evento adverso grave,
e Evento adverso que impossibilitasse a continuidade do uso do produto em estudo;

e Diagnoéstico de doenca no decorrer do ensaio que fizesse parte dos critérios de
excluséo.

e Equinos cuja saude ou bem-estar pudesse estar sendo colocados em risco pela
manutencao no estudo;

e Desenvolvimento, no decorrer do tratamento, de alguma doenca intercorrente
requerendo medicamento que pudesse confundir ou interferir na avaliacdo do
produto sob investigacao;

e Piora da lesdo durante o tratamento que, a juizo do pesquisador, implicasse a
adocéao imediata de outro procedimento terapéutico;

e Além disso, com o objetivo de garantir o bem-estar dos animais, o estudo poderia
ser interrompido em parte ou como um todo caso, a juizo do pesquisador
principal, fosse constatado que os riscos a que estdo sendo submetidos fossem
superiores aos antecipadamente previstos.

3.5Intervencdes avaliadas
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3.5.1 Produto sob investigacao: Pele de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Produto Teste:

Pele de Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) glicerolada e
esterilizada por radiacdo gama.

Obs.: Patente registrada no INPI sob nimero BR 10 2015 021435 9.

Fornecimento:

A Pele de Tilapia-do-Nilo esterilizada foi fornecida em quantidade
suficiente para suprir o tratamento dos sujeitos de pesquisa incluidos
no estudo pelo Banco de Pele Animal, instalado no NPDM.

Apresentacao:

Pele de tilapia recortada e embalada em pedacos de 10,0 cm x 5,0
cm.

Preparo:

As peles passarampor um processo de esterilizacdo para garantir a
seguranca de seu uso em seres humanos e, consequentemente, em
animais, conforme descrigdo a seguir:

ApoOs o abate do peixe, as peles foram removidas e submetidas a
lavagem em agua corrente, para a remocdo de qualquer resquicio
de sangue e outras impurezas e foramcolocadas em soro fisiolégico
(solucéo de NaCl a 0,9%) estéril, previamente resfriado a 4°C, para
a limpeza final.

Em seguida, foram retirados os excessos de musculo, que ainda
permaneceram ligados a pele, e feito o recorte em pedagos de 10,0
cm x 5,0 cm, lavados com Soro Fisiolégico (SF), obedecendo as
seguintes etapas de esterilizacéo:

12 Etapa - as peles foram colocadas em um recipiente estéril,
contendo gluconato de clorexidina (solu¢cdo com tensoativos) a 2%,
onde permaneceram por 30 min.

22 Etapa - apds a operacdo anterior, as peles foram lavadas com SF
estéril e removidas para outro recipiente, contendo outra solucdo de
gluconato de clorexidina a 2%, onde permaneceram por 30 minutos.

32 Etapa - as peles foram enxaguadas em soro fisiol6gico estéril e
colocadas em um recipiente, contendo solucdo 50% de glicerol, 50%
de soro fisiolégico e embaladas para o transporte até o laboratério
numa caixa isotérmica contendo gelo.

As préximas etapas foram realizadas em ambiente estéril, com fluxo
laminar horizontal ou vertical:

4% Etapa —antes de 24h, as peles foram removidas da solucdo
anterior, lavadas com SF estéril e colocadas em um recipiente estéril
e hermético, contendo 75% de glicerol, 25% de soro fisiolégico
(massageando as peles por 5 minutos nesta solugcdo) e mantidas por
3 horas, num banho-maria, com agitador em velocidade constante
de 15 rotagdes por minuto e temperatura de 37°C.

52 Etapa - as peles foram removidas, lavadas com SF estéril
novamente e colocadas em outro recipiente estéril e hermético,
contendo 100% de glicerol (massageando as peles por 5 minutos
nesta solucao) e mantidas em banho-maria, na temperatura de 37°C
e 15 rotagdo por minuto, por mais 3 horas.

62 Etapa - ao final da Ultima etapa do glicerol, as peles foram
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recondicionadas em dulpos envelopes plasticos estéreis, com dupla
selagem e armazenadas a 4°C.

72 Etapa — As peles foram enviadas para radioesterilizag&o
complementar, no Instituto de Pesquisa Energética Nuclear (IPEN-
SP), em gama cobalto a 30 KGs.

Foram realizados sete testes microbiologicos, para bactériasgram +,
gram - e fungos, iniciando-se na pele in natura (antes daprimeira
etapa) e nas seis etapas subsequentes (Lima-Junior et al., 2017).

Via de administracéo

Via topica.

Armazenamento:

Em geladeira, com temperatura entre 4-8°C.

Procedimentos para
aplicacéo:

Para utilizar as peles previamente esterelizadas, antes da aplicacéo,
as mesmasforam removidas do duplo envelope plastico, colocada
em recipiente estéril com soro fisiolégico, massageada e lavada por
cinco minutos (para retirada do glicerol do derma da pele). Este
procedimento foi repetido por trés vezes, sendo renovado o soro
fisiologico. Apds este procedimento, as peles foram recortadas do
tamanho que passasse 1lcm da borda da ferida e aplicadas como
curativo oclusivo.

Condicdes para

operagcao/manipulacéo:

Em ambiente limpo, utilizando luvas de procedimento.

Acesso ao produto:

A Pele de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) esterilizada
éarmazenada em local de acesso restrito. Apenas pessoas
autorizadas podem ter acesso a este produto.

3.5.2 Produto comparador: curativo oclusivo com sulfadiazina de prata

Produto comparador:

Sulfadiazina de prata.

Fornecimento:

O produto comparador foi adquirido através de doacao do Instituto
de Apoio ao Queimado (IAQ) em quantidade suficiente para suprir o
tratamento dos animais incluidos no estudo.

Apresentacéo:

Creme dermatolégico 10 mg/g (1%) Nativita farmacéutica®

Preparo:

N&o se aplica.

Via de administracao

Via topica.

Armazenamento:

Foi armazenado em sua embalagem original, de acordo com as
instrucBes do fabricante.

Procedimentos para
aplicacao:

O produto foi utilizado de acordo com as instru¢bes de uso do
fabricante.

Condic¢bes para

operacao/manipulacao:

De acordo com as instru¢fes de uso do fabricante.
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O produto comparadorfoi armazenado em local de acesso restrito.

Acesso ao produto: : :
Apenas pessoas autorizadas tiveram acesso a este produto.

3.6 Delineamento do estudo
3.6.1 Definicdo dos grupos de tratamento

Foramincluidos 13 animais no estudo, que foram distribuidos aleatoriamente
nos dois grupos de tratamento, Pele de Tilapia e Sulfadiazina de Prata, conforme

descricao a seguir:

e Grupo Sulfadiazina de Prata: constituido por seisanimais, nos quais, apés
limpeza da ferida, o curativo foi realizado por meio da aplicacdo do creme de
sulfadiazina de prata a 1%, coberto com uma camada de gaze fixada com

atadura;

e Grupo Pele de Tilapia: formado por seteanimais, nos quais, apds limpeza da
ferida, foi aplicada a pele de tilapia como curativo oclusivo primério; em seguida,

foi realizado o curativo secundario com atadura.
3.6.2 Método de randomizacao e de garantia do sigilo da lista de alocacao

ApoOs a inclusdo no estudo, procedeu-se a alocacao aleatdria dos animais nos
dois grupos de tratamento. A alocacdo nos dois grupos foi realizada mediante a
geracao de uma lista de nameros aleatorios por um
software(randomization.com)apropriado. Para cada sujeito, foi, entdo, designado um
namero ao qual estava associado um determinado tratamento. A lista foi gerada por
um membro da equipe que ndo participou das medidas do efeito terapéutico. Para
garantir o equilibrio no nimero de animais em cada grupo, utilizou-se a técnica de
randomizacdo em bloco. Assim, foramdefinidos 4 blocos de 4 animais, de maneira
gue, para cada 4 equinos que ingressavam no estudo, 2 animais eram alocados no

grupo Pele de Tilapia e 2 no grupo Controle.
3.6.3 Etapas do estudo

Visita 1 (avaliacdo inicial / inclusdo— dia zero):
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e Avaliacao clinica do animal — Exame fisico, sinais vitais;
¢ Avaliacao dos Critérios de Elegibilidade (Critérios de Inclusdo e Excluséo);

e Alocacdo no grupo Sulfadiazina de Prata ou Pele de Tilapia (conforme

randomizacao);
e Biopsia da lesao;
¢ Obtencao da fotografia,
¢ Realizagao da planimetria da leséo;
e Aplicacdo da escala Pressure Ulcer Scale for Healing (PUSH);
e Preparo do curativo;
e Avaliacdo dos demais desfechos secundarios.

Visitas de tratamento — visitas de 2 a 9 (a cada 7 dias até a cicatricacdo da

ferida ou encerrado o prazo de permanéncia no estudo — dia 56, visita 9):

¢ Avaliacao clinica do animal;

e Pesquisa de eventos adversos;

¢ Avaliacdo dos critérios de descontinuagéo;
e Obtencao da fotografia;

¢ Realizagao da planimetria da lesé&o;

e Aplicacdo da escala PUSH;

e Bibpsia da leséo (Visitas 1,5 e 9);

e Troca do curativo;

¢ Avaliacdo dos demais desfechos secundarios.
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Visita 10 (p6s-tratamento) — 63 dias:

Avaliacao clinica do animal;

e Pesquisa de eventos adversos;

e Observacéao da leséao ou cicatriz;

¢ Realizag&o da planimetria da leséo.

Portanto, as avaliagbes foram realizadas de 7 em 7 dias, iniciando no dia zero (DO
- pré-tratamento) até o dia 63 (D63), totalizando 10 momentos.

3.7 Procedimentos que foram realizados no estudo
3.7.1 Tratamento das Ulceras

Nos dois grupos, antes do primeiro curativo, foi realizado o desbridamento
das feridas, quando necessario, de acordo com a presenca de tecido necrotico ou de
granulacdo exuberante. Para tanto, inicialmente, os animais foram sedados com
cloridrato de detomidina 1% (0,2-0,4ml/100Kg), administrado por via endovenosa,
assim como foi feito o bloqueio local infiltrativo com cloridrato de lidocaina 2g/100ml
(5-10ml/animal), para que ndo sentissem dor durante o procedimento. As feridas
foram, entdo, devidamente limpas e desinfetadas com produtos especificos para
limpeza, como clorexidina degermante 20% e soro fisiolégico. Em seguida,
procedeu-se ao desbridamento, quando necessario. Na sequéncia, foirealizado o
curativo de acordo com 0 grupo ao que o animal pertence. Assim, no grupo da pele
da tilapia, a mesma era moldada e posicionada com a parte de colageno em contato
com o leito da ferida e de modo que o curativo passasse em torno de 1 centimetro
da borda da lesdo, sendo coberto pelo curativo secundario de atadura, fixando a
pele de tilapia no local correto.O creme de sulfadiazina de prata, por seu turno,
foiaplicado no leito da ferida em fina camada, que foi recoberta por uma camada de
gaze, sobreposta pelo curativo secundario de atadura.As feridas escolhidas foram
nos membros, para que fosse possivel um curativo secundario com atadura(Figura
4).
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Figura 4: Tratamento da ferida e aplicacdo do curativo. A) Limpeza com clorexidina; B) Aplicagdo do

curativo de pele de tilapia; C) Pele de tilapia aplicada; D) Aplicacdo do curativo secundario com
atadura; E) Atadura posicionada; F) Aplicacdo de repelente; G) Refor¢co com uso de botas Cloche; H)

Animal calgado com as botas (Arquivo pessoal).

No grupo Pele de Tilapia, o curativo secundario foi trocado,conforme a
condicdo de limpeza do mesmo, a cada 3 a 7 dias, ocasides em que 0O curativo
primario era reavaliado para verificar a necessidade de troca em virtude de falta de
aderéncia ao leito da ferida ou de perda de parte da cobertura do enxerto. No grupo
controle, com o creme de sulfadiazina de prata, a troca completa do curativo era
efetuada diariamente.

A contabilizacdo do numero de curativos foi realizada a cada semana,
totalizando 9 semanas: dias 0 a 7, semana 1; dias 8 a 14, semana 2; dias 15 a 21,
semana 3; dias 22 a 28, semana 4; dias 29 a 35, semana 5; dias 36 a 42, semana 6;
dias 43 a 49, semana 7; dias 50 a 56, semana 8; dias 57 a 63, semana 9.

3.7.2Procedimentos para aquisicdo das imagens das Ulceras

A aquisicdo das imagens digitais coloridas das Ulceras para fins de
documentacéo foi realizada em cada visita de avaliagdo. Para tanto, utilizou-se uma
camera digital de celular, sob iluminacdo ambiente, batendo a foto sempre no
mesmo local e mantendo-se 0 eixo da camera perpendicular ao plano da Ulcera.
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Uma réguamilimetrada foi posicionada rente a borda da lesdo para fins de

comparacao com uma medida conhecida (Figura 5).

Figura 5: Aquisicdo da imagem da Ulcera com régua milimetrada posicionada rente a borda da lesao

(Arquivo pessoal).

3.7.3Procedimentos para quantificacdo do processo de cicatrizacdo das

Ulceras

A cicatrizacao total, que denota a reparacao da lesdo tanto por contracéo da
ferida como por epitelizacdo, foi quantificada por meio da mensuracéo da area total
da ulcera usando planimetria computadorizada. Para tanto, uma folha de acetato
transparente foi sobreposta a ferida, na qual foi tragado o contorno de suas margens
(Figura 6). Em seguida, a folha transparente foi digitalizada em um scanner de mesa
de alta resolucdo (HP DeskJet Ink Advantagel515), juntamente com uma
réguamilimetrada para possibilitar a conversdo das medidas realizadas em unidades
de comprimento e area conhecidas posicionada ao lado da regido tracejada. As
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imagens digitalizadas foram padronizadas no formato BMP com resolugéao de 300dpi
e tamanho 640x480.

Figura 6: Transcrigdo do perimetro da Ulcera em folha de acetatopara viabilizar o célculo da area por

planimetria computadorizada (Arquivo pessoal).

A planimetria foi executadamedindo os tragos de fechamento do leito da ferida
pelo software ImageJ 1.43 (http://rsb.info.nih.gov/ij), que é frequentemente utilizado
pela comunidade cientifica para o processamento de imagens biomédicas
(SCHNEIDEREet al., 2012), com base nas imagens digitalizadas dos desenhos das
Ulceras.Inicialmente foi feita a calibragdo, na qual cada imagem foi aberta no
programa e, em seguida, foi realizada a mensuracdo da distancia de 2cm na régua
que foi digitalizada juntamente com o tracado, para a escolha da escala em
centimetros, pormeio da ferramenta Straight line selection e a op¢do Set scale na
guia Analyze (Figura 7).


http://rsb.info.nih.gov/ij
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Figura 7: Primeiropasso para a mensuracdo de feridas cutdneas pelo programa Image J:
padronizacdo da escala em centimetros. Imagem digitalizadano formato BMP com resolucdo de

300dpi e tamanho 640x480 (Arquivo pessoal).

Em seguida, a area foi demarcada manualmente por meio da ferramenta
Freehand selections, seguindo o contorno da borda do tracado, e foi feito o calculo
da area de acordo com a unidade de medida utilizada no processo de calibracéo
(cm?) na opcdo Measure da guia Analyze, na qual a area da referida regido era

equivalente & area da Ulcera (Figura 8).
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Figura 8: Demarcacdo da &rea da Ulcera e mensuracdo de feridas cutaneas pelo programa Image
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J.Imagem digitalizada no formato BMP com resolu¢cdo de 300dpi e tamanho 640x480 (Arquivo

pessoal).

Definiu-se como completa cicatrizacdo a epitelizacdo completa da Ulcera na
auséncia de crosta. O processo de cicatrizacdo foi determinado por meio do
percentual de cicatrizacao total (PCT), que é o percentual da diferenca entre a area
da Ulcera inicial (medida em DO0) e a area da ulcera mensurada num dado dia em

relagdo a area da ulcera inicial, calculado conformea seguinte expressao:

AreaD, — AreaD;
= -100

PCT -
AreaD,

Onde AreaD, e AreaD; correspondem, respectivamente, a area da Ulcera
medida em Dge a &rea da Ulcera mensurada em um dado dia de avaliagéo D.

A taxa de cicatrizacdo (TC)verificada nos animais tratados com Sulfadiazina
de prata e Pele de Tilapia é definida como a diferenca entre a medida realizada no
DO (pré-tratamento) e a Ultima medida da area da ulcera (igual a zero no caso de
cicatrizacdo completa) dividida pelo numero de dias decorridos entre DO e a Ultima
medida da ferida. A TC denota a velocidade com que a ferida é reparada, ou seja,
constitui uma medida da velocidade de epitelizacéo, sendo expressa em cm?/dia e

calculada de acordo com a seguinte expressao:

_ AreaD, — AreaD,
B AD

Onde AreaD, e AreaDicorrespondem, respectivamente, & area da Glcera medida em
Do e a area da ulcera mensuradaem um dado dia de avaliagdo D;, enquanto AD
equivale ao numero de dias transcorridos entre Dg e D;.

E a variacdo absoluta da area da Ulcera observada nos animais tratados com
Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia € definida como a diferenca entre a medida
obtida no dia zero (DO — pré-tratamento) e a Ultima medida da area da ulcera (igual a
zero no caso de cicatrizacdo completa).

Para a evolugdo temporal do processo de cicatrizacdo, foiaplicado o

instrumento PUSH (anexo 1) e feita a avaliacdo do escore total desse instrumento. O
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escore total varia de 0 a 17 e foram realizados de 7 em 7 dias, iniciando no DO até o
D63, totalizando 10 momentos.Esse instrumento é usado para avaliar o processo de
cicatrizacdo de feridas e, por conseguinte, os resultados de intervencdes em tal
processo. O mesmo avalia a cicatrizacdo mediante a andlise de trés parametros:
area da ulcera, estimada pelamultiplicacdo do maior comprimento pela maior largura
da ferida, sendo expressa em cm? e, subsequentemente, classificada em escores
variando de zero a 10, conforme a area calculada, metodologia esta substituida pelo
calculo da area da ulcera através do software ImageJ;quantidade de exsudato
presente na ferida, avaliada ap6s a remocédo da cobertura e antes da aplicacao de
qualquer agente topico, sendo classificada como ausente, pequena, moderada e
grande, correspondendo aos escores de 0 (ausente) a 3 (grande); e aparéncia do
leito da ferida, definida como o tipo de tecido dominante na regido da Ulcera,
podendo ser especificado comotecido necrético, esfacelo, tecido de granulacao,
tecido epitelial e ferida fechada ou completamente recobertacom epitélio, os quais
correspondem aos escores 0 (ferida fechada), 1 (tecido epitelial), 2 (tecido de
granulacao), 3 (esfacelo) e 4 (tecido necrético). Assim, o escore total do instrumento
variou de 0 a 17, em que escores maiores indicam piores condi¢cdes da Ulcera e
escores menores indicam melhora no processo de cicatrizagdo (SANTOSet al.,
2005).

3.7.4Procedimentos para a realizacao da biépsia da leséo

Nas visitas 1, 5 e 9, foibiopsiadoum pequeno fragmento do tecido da Ulcera,
sendo 0 mesmo no centro da leséo, utilizando-se um punch dermatolégico e uma de
lamina de bisturi. A retirada do fragmento néo foi realizada caso se constatasse a
completa re-epitelizacdo da Ulcera no dia programado para o procedimento. Os
fragmentos obtidos foram fixados em formol neutro tamponado a 10% e

encaminhados para analisehistopatologica.
3.7.5Procedimentos para a analise histopatoldgica

Apos a imersdo em formol neutro tamponado a 10% por 24 horas, 0s
fragmentos foram lavados em &agua corrente e analisados macroscopicamente,
sendo examinadas alteracbes na forma, coloracdo e consisténcia.Os fragmentos

foram submetidos ao processador automatico de tecidos (Lupe®), incluidos em
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parafina fundida a 58°C e seccionados em micr6tomo semiautomatico Leica®, com
cortes de 4 ym de espessura dispostos em laminas de vidro (ALVES et al., 2015).
Posteriormente, os cortes foram desparafinizadas na estufa a 60°C por 3h, seguido
de dois banhos de xilol a cada 10 min e de reidratacdo em série decrescente de
alcool a cada 3 min.Em seguida, as laminas com os cortes histolégicos foram
submetidas as colora¢des de Hematoxilina-eosina (HE) e Picrosirius Red.

A coloracdo tem duas etapas: hematoxilina (1) um corante basico nuclear e
eosina (2) um corante citoplasmatico acido (acido xantémico) (GURCANet al.,
2009).As amostras foram reidratados em série decrescente de alcool. Em seguida,
as laminas foram lavadas em agua corrente, incubadas por 10 min em hematoxilina
e lavadas em agua corrente por 2 min para eliminar o excesso de hematoxilina.
Posteriormente, receberam 5 banhos em eosina de 2 segundos cada, banhos em
alcool grau crescente e por ultimo em xilol. As laminas foram montadas com
balsamo e recobertas com laminulas para analise em microscopio de Iluz
convencional para verificacdo das estruturas microscoépicas, presenca de células

inflamatérias, vascularizacdo, dentre outras.

A avaliacdo de marcadores dos processos de cicatrizagaofoi feita seguindo a
metodologia deNussbaum et al.(2009)em que os mesmos foramclassificados para
cicatrizacdo de feridas de acordo com sete parametros relacionados a resposta
inflamatéria aguda e reparo, que eram visualizadas no microscopio na objetiva de
40x: edema, neutrofilos, macrofagos, tecido de granulacéao,fibroblastos,deposicéo de
colageno e epitelizacdo, em que cada caracteristica foi avaliada
semiquantitativamente (de 0, ausente a 3, proeminentes) com base em
caracteristicas histolégicas bem definidas, além da neovascularizagdo que foi
adaptada da mesma metodologia sendo 0 ausente, 1 unico foco, 2 menos de 50%

do tecido e 3 acima de 50% do tecido.
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Figura 9: Imagens digitalizadas das laminas de analises histopatoldgicas na objetiva de 40x, coradas
com HE (Arquivo pessoal). A) Infiltrado de macrofagos associado a neutréfilos; B) Infiltrado de
neutrofilos; C) Edema caracterizado por distenséo das fibras colagenas; D) Fibroblastos associados

a fibras colagenas

3.7.6Procedimentos para a analise histoquimica do colageno

A analise histoquimica das fibras colagenas foi realizada mediante a
coloragdo com Picrosirius Red. A utilizacdo desta técnica conforme descrita por
Junqueira et al. (1978), seguiu o roteiro de coloracdes especificas do laboratério de
Histopatologia do NPDM do Departamento de Patologia e Medicina Legal da
UFC.Tal coloragdo possibilita uma andlise qualitativa e quantitativa do colageno,
propiciando a identificacdo do colageno tipo | e Ill. Para tanto, as laminas foram
confeccionadas através de cortes de 3 um dos blocos parafinados selecionados. Foi
realizada a desparafinizacdo em estufa a 60°C por 3horas, seguida de 3 banhos de
5 minutos em xilol, reidratacdo em solucdo de etanol decrescente (90%, 85% e
70%), com posterior lavagem com &agua, incubacdo em solugdo de Picrosirius

(ScyTek®) por 30 minutos e realizacdo de dois banhos de &cido cloridrico 5%. A
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contra-coloracdo dos espécimes foi feita com hematoxilina de Harris por 45
segundos e, em seguida, realizada a montagem com Enthellan® (ALVES et al.,
2015).

A avaliacédo dos resultados foi realizada pela selecdo de cinco campos das
laminas em um aumento de 400x.As laminas foram analisadas em microscopio de
luz polarizada (Leica® modelo DM 2000), o que permite visualizar o colageno tipo |
(maduro) (Figura 9), com coloracdo vermelho-alaranjada, e o colageno tipo Il
(imaturo) (Figura 10), com cor verde.As laminas analisadas em luz convencional
foram utilizadas para visualizar colageno total (Figura 11). Os campos foram

fotografados com uso de camera DFC 295 acoplada ao microscoépio.

ﬁ SAMM: Sistema de Analise étrica - CA\SAMM\Picro NATDO\BMP\A1DO 1 COM P.bmp = X
Arquivo | Compiimento_ | Regiso de Interesse | Col lll Verde | bea | Contagem | i

Colageno tipo | (vermelho + amarelo)

Figura 10: Quantificacdo de colageno tipo | (Software SAMM-PSR versédo 1.00). Imagem de lamina

corada com Picrosirius Redem um aumento de 400x, com luz polarizada (Arquivo pessoal).
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¥ SAMM: Sistema de Andlise Morfométrica - C:ASAMM\Picro Sirius\Parte NATDO\BMP\ATDO 1 COM P.bmp - X
Arquivo | Compiimento_| Regido de Interesse. brea |

Colageno tipo IIl (verde)

Area Selecionada = 307200,0000 mn? (307200,0000 pixels?) | Area Segmentada = 11099,0000 mm? (11099,0000 pixels?) | Densidade de Area = 0,036130 (36130 %)

Figura 11: Quantificacdo de colageno tipo Ill (Software SAMM-PSR versdo 1.00). Imagem de lamina

corada com Picrosirius Red em um aumento de 400x, com luz polarizada (Arquivo pessoal).
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Figura 12: Quantificacdo de colageno total (Software SAMM-PSR versdo 1.00). Imagem de lamina

corada com Picrosirius Red em um aumento de 400x, com luz convencional (Arquivo pessoal).

As andlises das fotomicrografias (640x480) foram realizadas pelo software
Sistema de analise morfométrica (SAMM-PSR) versdo 1.00,um software de analise
de imagem desenvolvido e validado pelaUFC, Brasil. As fotomicrografias foram
tomadas em luz convencional e em luz polarizada em cada campo no maior
aumento (400x). Dois campos foram usados para estabelecer o conteudo de

coldgeno tipo Il (ndo polimerizado) e colageno tipo | (polimerizado) sob um
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microscopio Optico de luz polarizada conectado a um computador. Este software
calcula semi-automaticamente a area de proteinas coradas em relacéo a area total
do campo, com base nas diferencas de cor. Sob polarizacdo, o colageno tipo Il fica
verde e o colageno tipo | fica vermelho. A ferramenta “cores separadas” foi usada
para dividir as imagens em canais de cores (vermelho, verde e azul) para analisar o
arranjo das fibras de colageno (FECHINE-JAMACARU, 2006; MESQUITA et al.,
2010).

3.7.7 Avaliacdo do marcador de angiogénese CD-31por imuno-
histoquimica
A deteccdo de marcador envolvido no processo de angiogénese foi
realizada por meio de reacdo imuno-histoquimica.Para a analise da resposta
angiogénica, foi utilizado o anticorpo anti-CD31. Para tanto, foram realizados cortes
histologicos de 5 um de espessura em laminas histologicas silanizadas previamente
identificadas, seguindo a técnica de estreptavidina-biotinperoxidase. Como anticorpo
primério, foi utilizado anti-CD31 (M0823, Dako®), na diluicdo de 1: 100 para
avaliacdo da angiogénese. As laminas histolégicas silanizadas foram incubadas a
70°C por 3 horas, e apods este periodo, desparafinizadas em xileno e gradiente
alcoolico (TEOFILO et al., 2020).

A recuperacao antigénica foi realizada em solucdo tampdo de pH 9
(S2367, DAKO Target Retrival), em camara de pressdo Pascal (3:30 minutos 125°C,
18-24 psi). Apés o bloqueio da atividade da peroxidase enddgena (solucdo aquosa
de H,0, 3%), o anticorpo primario foi incubado por 12 horas a 4°C em camara umida.
Apés a lavagem, o anticorpo secundario biotinilado foi adicionado (60 minutos),
seguido do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (60 minutos) e revelado com
cromogénio diaminobenzidina (K3468, Dako®). As laminas foram contracoradas
com hematoxilina de Harris por 30 segundos e montadas. Como controle negativo, o
anticorpo primario foi omitido das reacbes, e como controle positivo, utilizamos

granuloma piogénico para anticorpo anti-CD31 (TEOFILO et al., 2020).

As laminas foram analisadas em microscépio de luz (Leica® DM 2000)
com camera digital (DFC 295) acoplada. Inicialmente, realizou-seuma varredura das

laminas com pequeno aumento (40 vezes), com a finalidade de identificar as zonas
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de maior densidade do marcador. Foram selecionados e fotografados 3 desses
campos, com magnificacdo de 200 vezes. Para realizar uma analise quantitativa dos
marcadores nas suas respectivas imagens, um programa de computador foi
desenvolvido (SAMM-CD31) para identificar a area marcada separando-a do
restante do campo isolando, portanto, a area de interesse. Em seguida, a area de
interesse é dividida usando o modulo de processamento de imagens (Figura 12). O
sistema determina, de forma automatica, o percentual referente & marcacédo pela
reacdo imuno-histoquimica em relacdo a area total do campo analisado(FECHINE-
JAMACARU, 2006).

&Y SAMM: Sistema de Andlise Morfométrica - C:ASAMM\CD-31\A4D28\BMP\A4D28 0002.bmp - X
Arquivo | Comprimenta Begido de Interesse | Segmentagdo | Quaniiicagdo | f

Figura 13: Identificagdo das zonas de maior densidade do marcador CD-31 (Software SAMM-CD31
versao 1.00). Imagem de lamina marcada com anticorpo anti-CD-31 em um aumento de 200x

(Arquivo pessoal).

3.8 Avaliacéao da eficacia
3.8.1Medidas de desfechos primarios

Os desfechos de avaliacdo da eficacia sdo opercentual de cicatrizacao total
(PCT) e o numero de curativos realizados. A primeira varidvel mede o percentual de
variacdo da area da ferida em relagéo ao valor basal mensurado em Dy. As medidas

foram efetuadas a cada visita de seguimento ou até ocorrer a completa
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cicatrizacdo.A segunda variavel representa a contabilizagdo dos curativos a cada

semana e durante todo o periodo de seguimento.
3.8.2Medidas de desfechos secundarios

Definiram-se os seguintes desfechos secundérios: o numero de dias para a
completa cicatrizagdo da Ulcera, definida como a epitelizagdo completa na auséncia
de crosta; o escore do instrumento PUSH como medidado processo de cicatrizacéo
da ferida; parametros histopatoldgicos de avaliacdo da inflamacao, da colagénese e

da angiogénese.
3.9Analise estatistica

As variaveis quantitativas (continuas e discretas) foram inicialmente
analisadas pelo teste de Shapiro-Wilkpara verificar a normalidade da distribuicao.
Para a estatistica descritiva, calcularam-se a média e o desvio padrdao (dados
paramétricos) ou a mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo (dados
ndo paramétricos). Para avaliar de forma global o processo de cicatrizacdo das
feridas, mensurado por meio do percentual de cicatrizacdo total (contracdo +
epitelizacdo) e do escore total do instrumento PUSH, ao longo do periodo de
tratamento, calculou-se a area sob a curva (ASC) das medi¢des temporais de cada
variavel versus o tempo (em dias), utilizando-se, para tanto, 0 método dos trapézios.

Um modelo de analise de variancia para dois fatores de classificacdo com
medidas repetidas foi usado para comparar o efeito dos dois tratamentos (fator 1:
Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia) no processo de cicatrizacdo das Ulceras,
medido pelo percentual de cicatrizagao total e escore total do instrumento PUSH, ao
longo das visitas de seguimento (fator 2: DO a D63), sendo complementada pelo
teste de comparacdes multiplas de Bonferroni (comparagdes entre os tratamentos
em cada dia de avaliacdo) e Dunnett (comparacdes entre os tempos D7 a D63 e DO
dentro do mesmo grupo de tratamento). Tal abordagem também foi utilizada para
comparar o efeito dos dois tratamentos no numero semanal de curativos,
considerando as contagens efetuadas ao longo das semanas 1 a 9, assim como na
densidade microvascular e na quantidade de colageno total, colageno tipo | e
colageno tipo I, considerando as avaliagdes realizadas no dia zero (DO — pré-
tratamento) e no dia 28 (D28) do periodo de seguimento.
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Comparacdes entre os dois grupos de tratamento em relacdo ao nimero
total de curativos foram feitas mediante o uso do teste t para varidveis néo
emparelhadas. O mesmo teste foi utilizado para comparar os dois grupos de
tratamento em relacdo a variacdo absoluta da area da Ulcera e do escore total do
instrumento PUSH, definidas como a diferenca entre a medida obtida no dia zero
(DO — pré-tratamento) e a ultima medida da area da ulcera ou do instrumento PUSH
(iguais a zero no caso de cicatrizacdo completa), assim como em relacédo a taxa de
cicatrizacdo, definida como a diferenca entre a medida realizada em DO e a ultima
medida da area da Ulcera (igual a zero no caso de cicatrizacdo completa) dividida
pelo numero de dias decorridos entre DO e a ultima medida da ferida. Para realizar
as mesmas comparacfes, considerando 0 ajuste para covariaveis que podem
influenciar na variacdo absoluta da area da Ulcera e do escore total do instrumento
PUSH e na taxa de cicatrizacdo, utilizou-se a andlise de covariancia (ANCOVA)
complementada pelo teste de comparacfes mdultiplas de Bonferroni, tomando-se os
tratamentos (Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia) como efeito principal e como
covariavel a area da ulcera ou o escore total do instrumento PUSH mensurados no
dia zero (DO).

Variaveis categoricas, por sua vez, foram expressas como frequéncia
absoluta e relativa enquanto as variaveis ordinais foram expressas como mediana,
intervalo interquartil e valores minimo e maximo. Comparacdes entre os dois
tratamentos no que se refere as variaveis categoricas foram efetuadas pelo teste
exato de Fisher. Por se tratarem de varidveis ordinais, os parametros histologicos,
avaliados em espécimes submetidos a coloracdo por hematoxilina-eosina no dia
zero (DO) e no dia 28 (D28), foram analisados por testes ndo paramétricos. Assim, o
teste de Mann-Whitney foi usado para comparar os dois grupos de tratamento em
cada tempo, enquanto comparacgdes entre DO e D28 dentro do mesmo grupo foram
feitas pelo teste de Wilcoxon.

Nas comparacdes entre os grupos, além da significancia estatistica,
determinaram-se, ainda, asdiferencas de médiasou de medianas e seus respectivos
intervalos de confianca de 95%.

Ademais, as curvas de tempo até o evento (completa cicatrizacdo da
Ulcera) referentes aos dois grupos de tratamento foram construidas conforme o

método de Kaplan-Meier, considerando como dados censurados 0s casos em que



64

ndo foi constatada a completa cicatrizacdo da ferida até o final do estudo (dia 63).
Comparacdes entre as curvas foram feitas pelo teste log-rank.

Em todas as andlises, empregaram-se testes bicaudais, estabelecendo-se
o nivel de significancia em 0,05 (5%), considerando-se, por conseguinte, como
estatisticamente significante um valor P menor que 0,05. Os softwaresGraphPad
Prism versdo 8.0 (GraphPad Software, San Diego, California, USA) e IBM SPSS
Statistics versdo 23.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) foram utilizados para a
realizacdo dos procedimentos estatisticos. O primeiro software também foi usado

para a elaboracdo dos gréficos.
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4RESULTADOS

Dos 13 animais incluidos no estudo, 2 foram retirados devido néo ser possivel
a realizacdo da avaliacdo histologica, pois a ferida fechou antes do segundo dia de
biopsia ou a ferida estava contaminada com Habronema sp; totalizando entdo, um
namero de 11 animais que participaram da andlise estatistica, sendo 5 do grupo da
sulfadiazina de prata e 6 do grupo da pele de tilapia, conforme demonstrado na
Tabela 1. Portanto, todos os dados correspondem a analise de 5 cavalos do grupo

Sulfadiazina de Prata e 6 animais do grupo Pele de Tilapia.

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e clinicas dos animais dos grupos Sulfadiazina de Prata e

Pele de Tilapia, verificadas na primeira avaliacdo (DO0), antes do inicio dos tratamentos.

Caracteristica Sulfadiazina de Prata Pele de Tilapia Significancia
Numero de participantes 5 6 -
Idade (anos): média + DP 9,80 + 6,34 16,17 + 8,68 P =0,2068%

Sexo
Fémea 2 (40,00%) 1 (16,67%) P = 0,5455"
Macho 3 (60,00%) 5 (83,33%)
Peso (kg): média + DP 500,00 + 79,06 415,00 + 52,44 P =0,0611%
Raca
SRD 5 (100,00%) 5 (83,33%) P =0,9999"
PSI 0 (0,00%) 1 (16,67%)

Localizagéo da ulcera

Membro anterior 2 (40,00%) 4 (66,67%) P =0,5671"
Membro posterior 3 (60,00%) 2 (33,33%)
Area da Ulcera (cm?): média
28,56 + 14,62 29,05+ 7,70 P =0,9451%
+ DP
Escore total do instrumento
13,60 + 0,55 14,00 + 1,10 P = 0,4790%

PUSH: média + DP

DP: desvio padrao; PUSH: Pressure Ulcer Scale for Healing; SRD: sem raca definida; PSI: puro sangue inglés;

%teste t para dados n&o emparelhados; Pteste exato de Fisher.
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N&o houve diferencas estatisticamente significantes entre os dois grupos no
gue concerne as caracteristicas demograficas e clinicas analisadas.

Na analise dotempo até a completa cicatrizacdoda Ulcera foi observado que
no grupo Sulfadiazina de Prata, o tempo mediano até a completa cicatrizagdo foi de
63 dias, enquanto no grupo Pele de Tilapia foi igual a 59,50 dias. No gréfico (Grafico
1), em cada dia, os dados correspondem a probabilidade de completa cicatrizacao
da lesdo até esse dia e as comparacdes entre as curvas nao evidenciaram diferenca

estatisticamente significante entre elas.
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Grafico 1 — Curvas de tempo até a completa cicatrizacdo da Ulcera referentes aos grupos
Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia, construidas conforme o método de Kaplan-Meier.
Comparacdes entre as curvas foram feitas pelo teste log-rank, que ndo evidenciou diferenca
estatisticamente significante entre elas (P=0,9704).

Ao analisar a evolucéo temporal do processo de cicatrizacdo, avaliada pelo
percentual de cicatrizagcédo total (PCT), nos animais tratados com Sulfadiazina de
Prata e Pele de Tilapia constatou-se que os efeitos dos dois tratamentos nao diferem
significantemente ao longo do tempo (F=0,0117; P=0,9163),0u seja, ndo foram
verificadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos Sulfadiazina de
Prata e Pele de Tilapia em nenhum dos momentos de avaliacdo. A analise de
variancia para dois fatores de classificacdo foi usada para avaliar o efeito dos
tratamentos e do tempo no processo de cicatrizacdo das Ulceras,medido pelo

percentual de cicatrizacao total, sendo complementada pelo teste de comparacdes
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multiplas de Bonferroni, para verificar diferencas entre os tratamentos em cada

momento de avaliacdo (Grafico 2 e Tabela 2).

Percentual de cicatrizacdo total (%)
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Grafico 2 — Evolucéo temporal do processo de cicatrizagdo, avaliado pelo PCT, nos animais tratados

com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia. Dados expressos como média e desvio padrao.

Tabela 2 — Evolucdo temporal do processo de cicatrizacdo, avaliado pelo percentual de cicatrizacdo

total, nos animais tratados com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia.

- Sulfadiazina de Prata  Pele de Tilapia  Diferenca (6 6T Significancia’
Média + DP Média + DP de médias

0 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 - -

7 21,99 £ 16,25 23,61 £ 19,58 -1,62 -70,19 a 66,96 P =0,9999
14 36,28 £ 19,17 41,01 £ 22,24 -4,73 -73,31 a 63,84 P =0,9999
21 52,33 £ 20,07 56,58 £ 19,39 -4,25 -72,83 a 64,33 P =0,9999
28 50,30 £ 44,61 66,04 £ 16,96 -15,74 -84,31 a 52,84 P =0,9999
35 58,62 + 45,49 56,49 + 63,01 2,13 -66,45 a 70,71 P =0,9999
42 68,79 + 38,85 60,48 + 67,56 8,31 -60,27 a 76,88 P =0,9999
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49 67,52 £ 51,60

56 74,90 + 43,50

63 79,87 + 40,26

69,91 + 56,69

73,16 + 58,14

84,58 + 31,32

-2,39

1,74

-4,71

-70,97 a 66,18 P =0,9999

-66,84 a 70,32 P =0,9999

-73,29 a 63,86 P =0,9999

DP: desvio padrdo; IC 95%: intervalo de confianca de 95% da diferenca de médias. *Teste de comparacdes

multiplas de Bonferroni.

Na avaliacao global do processo de cicatrizagdo nos dois grupos por meio da

determinacdo da area sob a curva (ASC) das medi¢des temporais do percentual de

cicatrizacdo total versus o tempo (dias). O teste t para dados ndo emparelhados foi

usado para comparar

os dois grupos,

ndo sendo constatada diferenca

estatisticamente significante entre os tratamentos (P=0,5963) (Gréafico 3 e Tabela 3).
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Grafico 3 — Avaliacéo global do processo de cicatrizagdo nos animais tratados com Sulfadiazina de
Prata e Pele de Tilapia por meio da determinacdo da ASC das medicdes temporais do percentual de
cicatrizacédo total versus o tempo (dias): A — representacdo grafica da progressao temporal do
percentual de cicatrizacéo total, em que os pontos correspondem a média das medidas de um dado
dia e a regido hachurada denota a area sob a curva; B — média e desvio padrdo das medidas da
ASC.

Tabela 3 — Avaliagdo global do processo de cicatrizagdo nos animais tratados com Sulfadiazina de
Prata e Pele de Tilapia por meio da determinagdo da ASC das medicdes temporais do percentual de

cicatrizagéo total versus o tempo (dias).

Sulfadiazina Pele de e E—
nificancia
Parametro de Prata Tilapia - IC 95% gnieanc
de médias (testet)
Média + DP Média + DP
Primeira metade
(DO — D28): ASC
o 3486,65 + 3932,00 + -2280,10 a
cicatrizacgéo total -445,35 P =0,5963
1625,59 1056,07 1389,41
(%) versus o tempo
(dias)
Segunda metade
(D28 — D63): ASC
L 973,47 + 1079,52 + -741,58 a
cicatrizacéo total -106,05 P =0,7146
470,09 458,99 529,48

(%) versus o tempo
(dias)
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Periodo completo

(DO — D63): ASC
o 2513,19 + 2852,48 + -1617,08 a
cicatrizagéo total -339,29 P =0,5629
1177,62 675,91 938,49
(%) versus o tempo

(dias)

DP: desvio padréo; IC 95%: intervalo de confianca de 95% da diferenca de médias.

Quanto a evolucao temporal da area da ulcera, a analise de variancia para
dois fatores de classificacdo foi usada para avaliar o efeito dos tratamentos e do
tempo no processo de cicatrizacdo das Ulceras,medido pela area da ferida, sendo
complementada pelo teste de comparacdes multiplas de Bonferroni (comparacdes
entre os tratamentos em cada dia de avaliacdo) e Dunnett (comparacdes entre 0s
tempos D7 a D63 e DO dentro do mesmo grupo de tratamento). N&o foram
constatadas diferencas estatisticamente significantes entre os dois grupos em
nenhum dos momentos de avaliacdo (F=0,0248; P=0,8783). Todavia, em ambos 0s
grupos, as areas das Ulceras reduziram significantemente em relacao ao valor inicial
mensurado em DO: a partir da sexta semana do periodo de seguimento no grupo
Sulfadiazina de Prata e da terceira semana no grupo Pele de Tilapia (Grafico 4 e
Tabela 4).
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Grafico 4 — Evolugdo temporal da area da Ulcera, mensurada por meio de planimetria da ferida e
expressa em cm?® nos animais tratados com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia. Dados
expressos como média e desvio. Os simbolos +(P<0,05) e ++(P<0,01) denotam diferencas

estatisticamente significantes em relacéo ao dia zero (DO) no grupo Sulfadiazina de Prata. *(P<0,05),
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**(P<0,01) e ***(P<0,001) indicam diferencas estatisticamente significantes em relacdo DO no grupo

Pele de Tilapia.

Tabela 4 — Evolucéo temporal da area da Ulcera.

S Sulfadiazina de Prata  Pele de Tilapia Diferenca de o G Significancia’
Média + DP Média + DP médias

0 28,56 + 14,62 29,05+7,70 -0,49 -35,12 a 34,16 P =0,9999
7 23,55 + 15,87 22,73 £ 10,00 0,82 -33,82 a 35,46 P =0,9999
14 19,94 + 16,47 1798 + 11,24 1,96 -32,68 a 36,60 P =0,9999
21 15,55 + 15,06 13,27 +9,30° 2,28 -32,36 a 36,92 P =0,9999
28 18,80 + 26,72 10,89 + 8,58" 7,91 -26,73 a 42,55 P =0,9999
35 16,55 + 26,04 16,33 + 27,66 0,22 -34,42 a 34,86 P =0,9999
42 13,07 + 21,52% 15,38 + 29,30° -2,31 -36,95 a 32,33 P =0,9999
49 14,68 + 27,73 12,04 + 24,45" 2,64 -32,00 a 37,28 P =0,9999
56 11,79 + 23,06% 11,10 + 24,87" 0,69 -33,96 a 35,32 P =0,9999
63 10,08 20,93b 6,32 + 13,40° 3,76 -30,88 a 38,40 P =0,9999

DP: desvio padrédo; IC 95%: intervalo de confianga de 95% da diferenca de médias. *Teste de comparacgfes
mdltiplas de Bonferroni. Asletras ?(P<0,05), b(P<0,01) e °(P<0,001)denotam diferencas estatisticamente

significantes em relacéo ao dia zero (D0) dentro do mesmo grupo (teste de comparagdes mdltiplas de Dunnett).

Em relacdo a variagdo absoluta da area da Ulcera, o teste t para variaveis nao
emparelhadas foi usado para comparar os dois grupos de tratamento, sem
considerar o0 ajuste para covariaveis. Para comparar os dois grupos de tratamento
em relacdo a variagdo absoluta da area da Ulcera, considerando o ajuste para a area
da ulcera medida no pré-tratamento, utilizou-se a ANCOVA complementada pelo
teste de comparacdes multiplas de Bonferroni, tomando-se como covariavel a area
da ulcera mensurada no dia zero. Na andlise sem ajuste, ndo foi constatada

diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos de tratamento em
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relacdo a variacdo absoluta da &rea da Ulcera. ApGs o controle da influéncia da
medida da area da Ulcera verificada no dia zero, igualmente, ndo foi constatada
diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos de tratamento em
relagdo a variacdo absoluta da &rea da Ulcera, embora tenha havido um ligeiro
incremento em tal diferenca (Tabela 5).

Tabela 5 — Variacdo absoluta da area da Ulcera observada nos animais tratados com Sulfadiazina de

Prata e Pele de Tilapia.

Variacdo absoluta da area da Ulcera: médias nédo ajustadas

Sulfadiazina de Prata Pele de Tilapia Diferencade  1C 95% da g
o _ Significancia
Média + DP Média + DP meédias diferenca
18,48 £ 9,83 22,73+7,19 -4,25 -15,84 a 7,35 P =0,4291

Variacao absoluta da area da Ulcera: médias ajustadas tomando-se a area da Ulcera mensurada no

dia zero como covariavel

Sulfadiazina de Prata Pele de Tilapia Diferenca de IC 95% da o,
o . Significancia
Média (IC 95%) Média (IC 95%) meédias diferenca
18,38 (10,34 a 26,43) 22,81 (15,46 a 30,15) -4,43 -15,32 a 6,47 P =0,3765

DP: desvio padrédo; IC 95%: intervalo de confianca de 95% da diferenca de médias; “Teste tpara varidveis ndo

emparelhadas; Teste de comparagdes multiplas de Bonferroni.

BN

Em relacdo a taxa de cicatrizacdao (TC),0 teste t para variaveis nao
emparelhadas foi usado para comparar os dois grupos de tratamento, sem
considerar o0 ajuste para covariaveis. Para comparar os dois grupos de tratamento
em relacdo a TC, considerando o ajuste para a area da Ulcera medida no pré-
tratamento, utilizou-se a ANCOVA complementada pelo teste de comparacoes
multiplas de Bonferroni, tomando-se como covariavel a area da ulcera mensurada no
dia zero. Na anélise sem ajuste para a area da ulcera mensurada no pré-tratamento,
nao foi constatada diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos de
tratamento em relacdo a taxa de cicatrizagdo. Apds o controle da influéncia da
medida da area da ulcera verificada no DO, igualmente, ndo foi constatada diferenca

estatisticamente significante entre os dois grupos de tratamento em relacéo a taxa
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de cicatrizacao, embora tenha havido um ligeiro incremento em tal diferenca (Tabela
6).

Tabela 6 — Taxa de cicatrizacao verificada nos animais tratados com Sulfadiazina de Prata e Pele de

Tilapia.
Taxa de cicatrizacdo: médias nao ajustadas
Sulfadiazina de Prata Pele de Tilapia Diferencade  IC 95% da g
Significancia
Média + DP Média + DP médias diferenca
0,30+ 0,16 0,38+0,12 -0,08 -0,28a 0,11 P =0,3710

Taxa de cicatrizacdo: médias ajustadas tomando-se a &rea da Ulcera mensurada no dia zero como

covariavel
Sulfadiazina de Prata Pele de Tilapia Diferenca de IC 95% da e
o _ Significancia
Média (IC 95%) Média (IC 95%) meédias diferenca
0,30 (0,17 a 0,44) 0,39 (0,26 a 0,51) -0,09 -0,27 a 0,10 P =0,3115

DP: desvio padréo; IC 95%: intervalo de confianca de 95% da diferenca de médias; "Teste tpara varidveis nio

emparelhadas; “Teste de comparagdes multiplas de Bonferroni.

O efeito dos tratamentos e do tempo no processo de cicatrizacdo das Ulceras,
medido pelo escore total do instrumento PUSH, foi avaliado utilizando a andlise de
variancia para dois fatores de classificacdo, sendo complementada pelo teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni (comparagfes entre os tratamentos em cada
dia de avaliacdo) e Dunnett (comparacdes entre os tempos D7 a D63 e DO dentro do
mesmo grupo de tratamento). Nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes entre os dois grupos em nenhum dos momentos de avaliacao
(F=0,0044; P=0,9488). Todavia, em ambos 0s grupos, os valores do escore total do
instrumento  PUSH reduziram significantemente em relagdo ao valor inicial
mensurado em DO: a partir da sexta semana do periodo de seguimento no grupo
Sulfadiazina de Prata e da quinta semana no grupo Pele de Tilapia (Grafico 5 e
Tabela 7).
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Grafico 5 — Evolucao temporal do processo de cicatrizacéo, avaliado pelo escore total do instrumento

PUSH, nos animais tratados com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia. Dados expressos como

meédia e desvio padrdo. Os simbolos +(P<0,05), ++(P<0,01) e +++(P<0,001) denotam diferencas

estatisticamente significantes em relacdo ao DO no grupo Sulfadiazina de Prata, enquanto o0s

simbolos *(P<0,05) e ***(P<0,001) indicam diferencas estatisticamente significantes em relacdo DO no

grupo Pele de Tilapia.

Tabela 7 — Evolucédo temporal do processo de cicatrizacéo, avaliado pelo escore total do instrumento

PUSH, nos animais tratados com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia.

- Sulfadiazina de Prata Pele de Tilapia  Diferenca (6 6T Significancia’
Média + DP Média + DP de médias
0 13,60 £ 0,55 14,00 £ 1,10 -0,40 -6,58 a 5,78 P =0,9999
7 13,00 + 1,22 13,67 £ 1,21 -0,67 -6,84 a5,51 P =0,9999
14 12,60 + 0,89 13,00 £ 1,55 -0,40 -6,58 a 5,78 P =0,9999
21 11,80 £ 2,17 12,17 + 1,47 -0,37 -6,54 a 5,81 P =0,9999
28 11,80+ 1,92 11,83+ 2,40 -0,03 -6,21 a 6,14 P =0,9999
35 10,20 + 2,28 10,17 + 3,76% 0,03 -6,14 a 6,21 P =0,9999
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42 9,20 + 3,03% 8,00 + 5,22° 1,20 -4,98 a 7,38 P =0,9999
49 8,00 + 4,47" 7,17 + 4,36° 0,83 -5,34a 7,01 P =0,9999
56 6,40 + 4,93° 5,00 + 5,93° 1,40 -4,78 a 7,58 P =0,9999
63 4,00 + 5,87° 4,50 + 5,86° -0,50 -6,68 a 5,68 P =0,9999

DP: desvio padrdo; IC 95%: intervalo de confianca de 95% da diferenca de médias. *Teste de comparacdes
mdltiplas de Bonferroni.Asletras %(P<0,05), b(P<O,01) e °(P<0,001)denotam diferencas estatisticamente

significantes em relacéo ao dia zero (D0O) dentro do mesmo grupo (teste de comparac¢des multiplas de Dunnett).

Quanto a avaliacdo global do processo de cicatrizagdo nos animais tratados
com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia por meio da determinacédo da area sob a
curva (ASC) das medicdes temporais do escore total do instrumento PUSHversus o
tempo (dias). O teste t para dados ndo emparelhados foi usado para comparar os
dois grupos, ndo sendo constatada diferenga estatisticamente significante entre os
tratamentos (P=0,9195) (Grafico 6 e Tabela 8).
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Grafico 6 — Avaliacdo global do processo de cicatrizacdo nos animais tratados com Sulfadiazina de
Prata e Pele de Tilapia por meio da determina¢@o da ASC das medic¢des temporais do escore total do
instrumento PUSH versus o tempo (dias): A — representagdo gréafica da progressao temporal do
percentual de cicatrizacdo total, em que 0s pontos correspondem a média das medidas de um dado
dia e a regido hachurada denota a area sob a curva; B — média e desvio padréo das medidas da
ASC.

Tabela 8 — Avaliacédo global do processo de cicatrizagdo nos animais tratados com Sulfadiazina de
Prata e Pele de Tilapia por meio da determinacdo da ASC das medicdes temporais do escore total do
instrumento PUSH versus o tempo (dias).

Sulfadiazina Pele de Seremen e
nificancia
Parametro de Prata Tilapia o IC 95% 'gnit !
de médias (testet)
Média + DP Média + DP
Primeira metade
(DO — D28): ASC
350,70 + 362,25 + -58,97 a
escore total PUSH -11,55 P =0,5950
35,21 34,13 35,87
versus o tempo
(dias)
Segunda metade
(D28 — D63): ASC
291,90 + 269,50 + -175,26 a
escore total PUSH 22,40 P =0,8034
126,06 157,37 220,06

versus o tempo
(dias)




77

Periodo completo

(DO — D63): ASC
642,60 + 631,75 + -225,26 a
escore total PUSH 10,85 P =0,9195
158,33 182,83 246,96
versus o tempo

(dias)

DP: desvio padréo; IC 95%: intervalo de confianca de 95% da diferenca de médias.

Podemos também observar na Tabela 9 a variacdo absoluta do escore total
do instrumento PUSHobservada nos dois tratamentos, definida como a diferenca
entre o escore total obtido no DO e a ultima avaliacdo do escore total (igual a zero no
caso de cicatrizacdo completa). O teste t para variaveis ndo emparelhadas foi usado
para comparar os dois grupos de tratamento em relacdo a variagcdo absoluta do
escore total do instrumento PUSH, sem considerar o ajuste para covariaveis. Para
comparar os dois grupos de tratamento em relacdo a variagdo absoluta do escore
total do instrumento PUSH, considerando o ajuste para o escore total do instrumento
PUSH verificado no pré-tratamento, utilizou-se a ANCOVA complementada pelo
teste de comparacées multiplas de Bonferroni, tomando-se como covariavel a area
da ulcera mensurada no dia zero. Na analise sem ajuste para o escore total PUSH
mensurado no pré-tratamento, ndo foi constatada diferenca estatisticamente
significante entre os dois grupos de tratamento em relacdo a variacado absoluta do
escore total do instrumento PUSH. Apds o controle da influéncia do escore total
PUSH verificado no dia zero, igualmente, ndo foi constatada diferenga
estatisticamente significante entre os dois grupos de tratamento em relacdo a
variacdo absoluta do escore total do instrumento PUSH, embora tenha havido um

ligeiro incremento em tal diferenca.

Tabela 9 — Variacdo absoluta do escore total do instrumento PUSH observada nos animais tratados

com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia.

Variacdo absoluta do escore total do instrumento PUSH: médias néo ajustadas

Sulfadiazina de Prata Pele de Tilapia Diferencade  1C 95% da . g
) . Significancia
Média + DP Média + DP médias diferenca
9,60 £ 5,86 9,50 + 5,99 0,10 -8,03 a 8,23 P=0,9784

Variacdo absoluta do escore total do instrumento PUSH: médias ajustadas tomando-se o escore total




78

do instrumento PUSH verificado no dia zero como covariavel

Sulfadiazina de Prata Pele de Tilapia Diferenca de IC 95% da o,
L ) Significancia
Média (IC 95%) Média (IC 95%) médias diferenca
9,82 (3,30 2 16,34) 9,32 (3,38 a 15,25) 0,50 -8,45a 9,45 P = 0,9006

DP: desvio padréo; IC 95%: intervalo de confianca de 95% da diferenca de médias; "Teste tpara varidveis nao

emparelhadas; *Teste de comparagdes multiplas de Bonferroni.

Na andlise histopatoldgica, foram avaliados os seguintes parametros: edema,
neutroéfilos, macréfagos, tecido de granulacéo, fibroblastos, colageno, epitelizacéo e
neovascularizacdo. Esses parametros foram quantificados em espécimes
submetidos a coloracdo por hematoxilina-eosina (HE) conforme o0s seguintes
critérios: ausente (0), leve (1), moderado (2) e intenso (3). Para todos, o teste de
Mann-Whitney foi usado para comparar os dois grupos de tratamento em cada
tempo, enquanto comparacdes entre DO e D28 no mesmo grupo foram feitas pelo
teste de Wilcoxon.

Para o grau de edema, nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes entre os dois grupos, seja em DO (P=0,3939) ou em D28 (P=0,5455).
Tampouco foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre os dois
tempos, seja no grupo Sulfadiazina de Prata (P=0,5000) ou Pele de Tilapia
(P=0,9999) (Gréfico 7 e Tabela 10).
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Grafico 7 — Quantificagcdo do grau de edema nos preparados histolégicos dos animais tratados com

Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e no D28 do periodo de seguimento. Dados expressos
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como mediana, intervalo interquartii e valores minimo e maximo das medi¢gbes efetuadas nos

preparados histoldgicos.

Tabela 10 — Quantificacdo do grau de edema nos preparados histolégicos dos animais tratados com

Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapiano DO e D28 do periodo de seguimento.

Ifadiazi Pel Diferenca I N
- Sulfadiazina ele de ¢ IC 95% da Significdncia
Dia de Prata Tilapia de . (teste de Mann-
) diferenca )
Mediana (11Q) Mediana (11Q) medianas Whitney)
2,00 0,00
0 2,00 -1,00 a 3,00 P =0,3939
(0,002 2,50) (0,00a0,75)
0,00 0,50
28 -0,50 -2,00 21,00 P = 0,5455
(0,002 1,00) (0,00 a 2,00)
Mediana das
. 0,00 0,00
diferencas
IC 95% da
mediana das 0,00 a 3,00 -2,00 a 2,00
diferencas
Significancia

P =0,5000 P =0,9999

(teste de Wilcoxon)

11Q: intervalo interquartil; IC 95%: intervalo de confiangca de 95%.

Para os neutrofilos,ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes entre os dois grupos, seja em DO (P=0,6364) ou em D28 (P=0,7056).
Tampouco foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre os dois
tempos, seja no grupo Sulfadiazina de Prata (P=0,9999) ou Pele de Tilapia
(P=0,5000) (Gréfico 8 e Tabelall).
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Grafico 8 — Quantificacdo de neutréfilos nos preparados histolégicos dos animais tratados com

Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento. Dados expressos
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como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢Ges efetuadas nos

preparados histologicos.

Tabela 11 — Quantificacdo de neutréfilos nos preparados histolégicos dos animais tratados com

Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento.

Ifadiazi Pel Diferenca R eame
- Sulfadiazina de ele de ¢ IC 95% da Significancia
Dia Prata Tilapia de . (teste de Mann-
) diferenca )
Mediana (11Q) Mediana (11Q) medianas Whitney)
2,00 2,00
0 0,00 -1,00 a 1,00 P =0,6364
(1,50 a 2,50) (1,00 a 2,00)
2,00 2,00
28 0,00 -2,00a 1,00 P =0,7056
(1,00 a 2,50) (1,75 a 3,00)
Mediana das
. 0100 '0,50
diferencas
IC 95% da
mediana das -1,00a 1,00 -2,00 a 1,00
diferencas
ianificanci
Significancia P = 0,9999 P = 0,5000

(teste de Wilcoxon)

11Q: intervalo interquartil; IC 95%: intervalo de confianga de 95%.

Para os macréfagos,constatou-se que, em DO, a quantidade de macréfagos

verificada no grupo Pele de Tilapia foi significantemente maior (*P=0,0216) que a

observada no grupo Sulfadiazina de Prata. Todavia, em D28, ndo foi constatada

diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos (P=0,6753). Igualmente,

nao foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre os dois tempos,
seja no grupo Sulfadiazina de Prata (P=0,2500) ou Pele de Tilapia (P=0,9999)
(Gréfico 9 e Tabela 12).
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Grafico 9 — Quantificacdo de macréfagos nos preparados histoldgicos dos animais tratados com

Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento. Dados expressos

como mediana, intervalo interquartii e valores minimo e maximo das medigbes efetuadas nos

preparados histolégicos.

Tabela 12 — Quantificagdo de macréfagos nos preparados histolégicos dos animais tratados com

Sulfadiazina de Prata e Pele de Tildpia no DO e D28 do periodo de seguimento.

Sulfadiazi Pele d Diferenca I
| ulfadiazina ele de ¢ IC 95% da Significancia
Dia de Prata Tildpia de . (teste de Mann-
i diferenca _
Mediana (11Q) Mediana (11Q) medianas Whitney)
0,00 2,00
0 -2,00 -2,00 a 0,00 P =0,0216
(0,00a1,00) (1,00 a 2,00)
1,00 1,50
28 -0,50 -1,00 a 1,00 P =0,6753
(0,502 2,00) (1,00 a 2,00)
Mediana das
. -1,00 0,00
diferencas
IC 95% da
mediana das -2,00 a 0,00 -1,00 21,00
diferencas
Significancia
P =0,2500 P =0,9999
(teste de Wilcoxon)
11Q: intervalo interquartil; IC 95%: intervalo de confianca de 95%.
Para o tecido de granulacdo,ndo foram constatadas diferencas

estatisticamente significantes entre os dois grupos, seja em DO (P=0,7316) ou em

D28

(P=0,8701).

Tampouco

foram verificadas diferencas estatisticamente
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significantes entre os dois tempos, seja no grupo Sulfadiazina de Prata (P=0,3750)
ou Pele de Tilapia (P=0,7500) (Gréfico 10 e Tabela 13).
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Grafico 10 — Quantificacao do tecido de granulagéo nos preparados histol6gicos dos animais tratados

com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento. Dados

expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medicdes efetuadas

nos preparados histolégicos.

Tabela 13 — Quantificagdo do tecido de granula¢@o nos preparados histolégicos dos animais tratados

com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento.

Sulfadiazi Pele d Diferenca C
. ulfadiazina ele de ¢ IC 95% da Significancia
Dia de Prata Tilapia de _ (teste de Mann-
) diferenca _
Mediana (11Q) Mediana (IIQ)  medianas Whitney)
2,00 2,00
0 0,00 -3,00 a 2,00 P =0,7316
(0,002 2,50) (0,00 a 3,00)
3,00 2,50
28 0,50 -1,00 a 2,00 P =0,8701
(1,50 2 3,00) (1,00 a 3,00)
Mediana das
. -1,00 0,00
diferencas
IC 95% da
mediana das -3,00 a 1,00 -3,00 a 2,00
diferencas
Significancia
P =0,3750 P =0,7500

(teste de Wilcoxon)

11Q: intervalo interquartil; IC 95%: intervalo de confianca de 95%.

Para os fibroblastos,ndo foram constatadas diferencas estatisticamente

significantes entre os dois grupos, seja em DO (P=0,2965) ou em D28 (P=0,6234).

Tampouco foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre os dois
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tempos, seja no grupo Sulfadiazina de Prata (P=0,2500) ou Pele de Tilapia
(P=0,9999) (Gréfico 11 e Tabela 14).
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Grafico 11 — Quantificagdo de fibroblastos nos preparados histolégicos dos animais tratados com
Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento. Dados expressos
como mediana, intervalo interquartii e valores minimo e maximo das medigbes efetuadas nos

preparados histologicos.

Tabela 14 — Quantificacdo de fibroblastos nos preparados histolégicos dos animais tratados com

Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento.

Sulfadiazi Pele d Diferenca A
- ulfadiazina ele de ¢ IC 95% da Significancia
Dia de Prata Tilapia de _ (teste de Mann-
) diferenca _
Mediana (11Q) Mediana (IIQ)  medianas Whitney)
2,00 3,00
0 -1,00 -3,00 a 2,00 P =0,2965
(0,002 2,50) (0,75 a 3,00)
2,00 2,00
28 0,00 -1,00 a 2,00 P =0,6234
(2,00 23,00) (1,00 a 3,00)
Mediana das
. -1,00 0,00
diferencas
IC 95% da
mediana das -2,00 a 0,00 -1,00a 1,00
diferencas

Significancia P = 0,2500 P =0,9999

(teste de Wilcoxon)

11Q: intervalo interquartil; IC 95%: intervalo de confianca de 95%.

Para o0 colageno,ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes entre os dois grupos, seja em DO (P=0,5628) ou em D28 (P=0,3160).

Tampouco foram verificadas diferengas estatisticamente significantes entre os dois
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tempos, seja no grupo Sulfadiazina de Prata (P=0,5000) ou Pele de Tilapia
(P=0,5000) (Gréfico 12 e Tabela 15).
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Grafico 12 — Quantificacdo de coldgeno nos preparados histolégicos dos animais tratados com

Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento. Dados expressos

como mediana, intervalo interquartii e valores minimo e maximo das medicbes efetuadas nos

preparados histologicos.

Tabela 15 — Quantificagdo de coldgeno nos preparados histolégicos dos animais tratados com

Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento.

Sulfadiazi Pele d Diferenca ATyt
. ulfadiazina ele de ¢ IC 95% da Significancia
Dia de Prata Tilapia de _ (teste de Mann-
) diferenca _
Mediana (11Q) Mediana (IIQ)  medianas Whitney)
1,00 2,50
0 -1,50 -2,00 a 2,00 P =0,5628
(0,50a2,50) (0,00 a 3,00)
2,00 1,00
28 1,00 -1,00 a 2,00 P =0,3160
(1,00a2,50) (0,75 a 2,00)
Mediana das
. 0,00 0,50
diferencas
IC 95% da
mediana das -1,00 a 0,00 -1,00 a 3,00
diferencas
Significancia
P =0,5000 P =0,5000
(teste de Wilcoxon)
11Q: intervalo interquartil; IC 95%: intervalo de confianca de 95%.
Para o0 grau de epitelizacdo,ndo foram constatadas diferencas

estatisticamente significantes entre os dois grupos, seja em DO (P=0,4545) ou em

D28

(P=0,1818).

Tampouco

foram verificadas diferencas estatisticamente
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significantes entre os dois tempos, seja no grupo Sulfadiazina de Prata (P=0,9999)
ou Pele de Tilapia (P=0,2500) (Gréfico 13 e Tabela 16).
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Grafico 13 — Quantificacdo do grau de epitelizacdo das Ulceras nos preparados histoldgicos dos
animais tratados com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento.

Dados expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medicdes

efetuadas nos preparados histolégicos.

Tabela 16 — Quantificacdo do grau de epitelizagdo das Ulceras nos preparados histolégicos dos

animais tratados com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento.

Sulfadiazi Pele d Diferenca et
- ulraaiazina ele ae ¢ IC 95% da Significancia
Dia de Prata Tilapia de _ (teste de Mann-
) diferenca _
Mediana (11Q) Mediana (1Q) medianas Whitney)
0,00 0,00
0 0,00 0,00 a 1,00 P =0,4545
(0,00 20,50) (0,00 a 0,00)
0,00 0,50
28 -0,50 -2,00 a 0,00 P =0,1818
(0,00 20,00) (0,00 a1,25)
Mediana das
. 0,00 -0,50
diferencas
IC 95% da
mediana das 0,00 a 1,00 -2,00 a 0,00
diferencas

Significanci
ignificancia P = 0,9999 P =0,2500
(teste de Wilcoxon)

11Q: intervalo interquartil; IC 95%: intervalo de confianca de 95%.

Para o grau de neovascularizagédo,constatou-se que, em D28, o grau de
neovascularizagédo verificado no grupo Pele de Tilapia foi significantemente menor

(*P=0,0325) que a observado no grupo Sulfadiazina de Prata. Todavia, em DO, nao
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foi constatada diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos

(P=0,3939). Igualmente,

nao

foram verificadas diferencas estatisticamente

significantes entre os dois tempos, seja no grupo Sulfadiazina de Prata (P=0,1250)
ou Pele de Tilapia (P=0,9999) (Gréfico 14 e Tabela 17).

w
1

N
1

[y
1

Neovascularizacao (escores)

o
1

Dia 0
Bl Sulfadiazina de Prata

Dia 28
E Pele de Tilapia

Grafico 14 — Quantificacdo do grau de neovascularizacdo nos preparados histol6gicos dos animais
tratados com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento. Dados
expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢fes efetuadas

nos preparados histolégicos.

Tabela 17 — Quantificacdo do grau de neovascularizagdo nos preparados histolégicos dos animais

tratados com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento.

iazi Diferenca I
. Sulfadiazina Pele de ¢ IC 95% da Significancia
Dia de Prata Tildpia de . (teste de Mann-
) diferenca )
Mediana (11Q) Mediana (11Q) medianas Whitney)
1,00 1,00
0 0,00 -2,00 a 2,00 P =0,3939
(0,00 a 2,00) (1,00 a 2,25)
3,00 2,00
28 1,00 0,00 a 2,00 P =0,0325
(2,00 a 3,00) (0,75 a 2,00)
Mediana das
, -2,00 -0,50
diferencas
IC 95% da
mediana das -3,00 a 0,00 -1,00 a 3,00
diferencas
Significancia
P =0,1250 P =0,9999

(teste de Wilcoxon)

11Q: intervalo interquartil; IC 95%: intervalo de confianca de 95%.



87

Para avaliar o efeito dos tratamentos e do tempo na quantidade de colageno
total, foi usada a andlise de variancia para dois fatores de classificacdo, sendo
complementada pelo teste de comparac6es mdultiplas de Bonferroni, para verificar
diferencas entre os grupos em cada tempo, bem como entre os dias zero e 28
dentro de cada grupo.

Para o colageno total, ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes entre os dois grupos em nenhum dos momentos de avaliacéo
(F=0,00002; P=0,9963). Tampouco, foram verificadas diferencas estatisticamente
significantes entre os dois tempos em nenhum dos grupos de tratamento (F=1,7249;
P=0,2216) (Grafico 15 e Tabela 18).
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Grafico 15 — Quantificacdo do colageno total nos preparados histoldgicos dos animais tratados com
Sulfadiazina de Prata e Pele de Tildpia no dia DO e D28 do periodo de seguimento. Dados expressos
como média e desvio padrao.

Tabela 18 — Quantificacdo do colageno total nos preparados histoloégicos dos animais tratados com

Sulfadiazina de Prata e Pele de Tildpia no DO e D28 do periodo de seguimento.

Ifadiazi Pel
) Sulfadiazina ele de Diferenca IC 95% da o )
Dia de Prata Tilapia o ) Significancia*
de médias diferenca
Média + DP Média + DP
0 11,84 + 6,38 11,51+ 7,13 0,33 -7,60 a 8,26 P =0,9999

28 9,22 + 2,86 9,53 £ 3,66 -0,31 -8,24a 7,62 P =0,9999
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Diferenca de

- 2,62 1,98
médias
IC 95% da
) -4,32 a 9,56 -4,36 a 8,32
diferenca
SignificAncia* P =0,6747 P =0,8476

DP: desvio padrdo; IC 95%: intervalo de confianca de 95% da diferenca de médias; *Teste de comparacdes
multiplas de Bonferroni.

Para o colageno tipo | ndo foram constatadas diferengas estatisticamente
significantes entre os dois grupos em nenhum dos momentos de avaliacao
(F=0,2728; P=0,6141). Tampouco, foram verificadas diferencas estatisticamente
significantes entre os dois tempos em nenhum dos grupos de tratamento (F=2,5371;
P=0,1457) (Gréfico 16 e Tabela 19).
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Grafico 16 — Quantificacao do colageno tipo | nos preparados histolégicos dos animais tratados com
Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento. Dados expressos
como média e desvio padrao.

Tabela 19 — Quantificacdo do colageno tipo | nos preparados histolégicos dos animais tratados com
Sulfadiazina de Prata e Pele de Tildpia no dia DO e D28 do periodo de seguimento.

Sulfadiazi Pele d .
) whadiazina ele ae Diferenca IC 95% da o
Dia de Prata Tilapia L ) Significancia*
de médias diferenca
Média + DP Média + DP
0 8,29 + 3,56 8,07 £ 4,33 0,22 -5,30a 5,74 P =0,9999

28 6,33 + 3,69 4,90 * 3,20 1,43 -4,09 a 6,95 P =0,9999
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Diferenca de

o 1,96 3,17
médias
IC 95% da
) -4,43 a 8,35 -2,66 a 9,01
diferenca
Significancia* P =0,8633 P =0,3562

DP: desvio padrdo; IC 95%: intervalo de confianca de 95% da diferenca de médias; *Teste de comparacdes

multiplas de Bonferroni.

Para o colageno tipo Il ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes entre os dois grupos em nenhum dos momentos de avaliacao
(F=0,4530; P=0,5178). Tampouco, foram verificadas diferencas estatisticamente
significantes entre os dois tempos em nenhum dos grupos de tratamento (F=0,1556;
P=0,7024) (Gréfico 17 e Tabela 20).
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Grafico 17 — Quantificac@o do colageno tipo Il nos preparados histoldgicos dos animais tratados com
Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento. Dados expressos

como média e desvio padrao.

Tabela 20 — Quantificacdo do colageno tipo Il nos preparados histolégicos dos animais tratados com

Sulfadiazina de Prata e Pele de Tildpia no DO e D28 do periodo de seguimento.

Sulfadiazina Pele de .
) Diferenca IC 95% da o
Dia de Prata Tilapia o ] Significancia*
de médias diferenca
Média + DP Média + DP

0 0,80+ 0,72 0,54 + 0,42 0,26 -0,57 a 1,09 P =0,9081

28 0,63+ 0,57 0,54 £ 0,53 0,09 -0,74a 0,92 P =0,9999
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Diferenca de

- 0,17 0,00
médias
IC 95% da
] -0,70a 1,04 -0,79 a 0,80
diferenca
SignificAncia* P =0,9999 P > 0,9999

DP: desvio padrdo; IC 95%: intervalo de confianca de 95% da diferenca de médias; *Teste de comparacdes
multiplas de Bonferroni.

A analise de variancia para dois fatores de classificacdo foi usada para avaliar
o efeito dos tratamentos e do tempo na densidade microvascular, sendo
complementada pelo teste de comparacdes mdultiplas de Bonferroni, para verificar
diferencas entre os grupos em cada tempo, bem como entre os dias zero e 28
dentro de cada grupo. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes entre os dois grupos em nenhum dos momentos de avaliacao
(F=0,0131; P=0,9114). Tampouco, foram verificadas diferencas estatisticamente
significantes entre os dois tempos em nenhum dos grupos de tratamento (F=0,0078;
P=0,9316) (Grafico 18 e Tabela 21).
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Grafico 18 — Densidade microvascular mensurada nos preparados histoldgicos dos animais tratados
com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia no DO e D28 do periodo de seguimento. Dados

expressos como média e desvio padréo.
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Tabela 21 — Densidade microvascular mensurada nos preparados histolégicos dos animais tratados

com Sulfadiazina de Prata e Pele de Tildpia no DO e D28 do periodo de seguimento.

Sulfadiazina Pele de Diferenca IC 95% da

Dia de Prat Tilapi Significancia*
e rraa rapia de médias diferenca I

Média + DP Média + DP
0 220+1,34 2,19+1,17 0,01 -1,65a 1,66 P =0,9081
28 2,29 +1,33 2,16 £ 0,54 0,13 -1,52a1,79 P =0,9999
Diferenca de
. -0,09 0,03
médias
IC 95% da
) -1,26 a 1,08 -1,03a1,10
diferenca
Significancia* P =0,9999 P =0,9999

DP: desvio padrédo; IC 95%: intervalo de confianga de 95% da diferenca de médias; *Teste de comparacdes
multiplas de Bonferroni.

Para avaliar o efeito dos tratamentos e do tempo no numero semanal de
curativos, foi utilizada a andlise de variancia para dois fatores de classificacao,
sendo complementada pelo teste de comparacdes multiplas de Bonferroni, para
verificar diferencas entre os tratamentos em cada semana. Constatou-se que o
ndamero de curativos realizados nos animais tratados com Pele de Tildpia foi
significantemente menor que o nimero de curativos realizados nos cavalos tratados
com Sulfadiazina de Prata em todas as semanas do periodo de seguimento, exceto
na ultima, isto €, do dia 57 ao dia 63 (Gréafico 19 e Tabela 22).
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Grafico 19 — Evolugdo semanal do nuimero de curativos realizados nos animais tratados com
Sulfadiazina de Prata e Pele de Tildpia. Dados expressos como média e desvio padrdo. Os simbolos
**(P<0,01) e ***(P<0,001) denotam diferencas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo

Sulfadiazina de Prata na mesma semana.

Tabela 22 — Evolugcdo semanal do nimero de curativos realizados nos animais tratados com

Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia.

Sulfadiazina de

Pele de Tilapi Diferenca o .
Semana Prata etz s Q IC 95% Significancia
Média + DP de médias
Média + DP

1 7,40+ 1,34 350+1,22 3,90 1,18 a 6,62 P =0,0009
2 6,40+ 1,34 2,50 +1,38 3,90 1,18 a 6,62 P =0,0009
3 6,40+ 1,34 2,50+1,38 3,90 1,18 a 6,62 P =0,0009
4 6,60 + 0,89 2,50 +1,38 4,10 1,38 a 6,82 P =0,0004
5 6,40+ 1,34 2,50+1,76 3,90 1,18 a 6,62 P =0,0009
6 6,40+ 1,34 2,33+1,63 4,07 1,34 a 6,79 P = 0,0005
7 6,60 + 0,89 2,17 £ 0,98 4,43 1,71a7,16 P =0,0001
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8 6,00 + 2,24 2,33+2,50 3,67 0,94 a 6,39 P =0,0022

9 3,60 +2,51 1,33+1,63 2,27 -0,46 a 4,99 P=0,1811

DP: desvio padrdo; IC 95%: intervalo de confianca de 95% da diferenca de médias. *Teste de comparacdes

multiplas de Bonferroni.

Para o numero total de curativos realizados nos animais tratados com
Sulfadiazina de Prata e Pele de Tilapia ao longo do periodo de tratamento o teste t
para dados ndo emparelhados foi usado para comparar os dois grupos de
tratamento. Constatou-se que o nuamero total de curativos realizados nos animais
tratados com Pele de Tildpia foi significantemente menor (***P=0,0009) que o
namero total de curativos realizados nos cavalos tratados com Sulfadiazina de Prata
(Gréfico 20 e Tabela 23).
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Grafico 20 — Numero total de curativos realizados nos animais tratados com Sulfadiazina de Prata e

Pele de Tilapia ao longo do periodo de tratamento. Os dados correspondem a média e desvio padrao.

Tabela 23 — NUmero total de curativos realizados nos animais tratados com Sulfadiazina de Prata e

Pele de Tilapia ao longo do periodo de tratamento.

Sulfadiazina Pele de Diferenca Significanci
ignificancia
Parametro de Prata Tilapia . IC 95% ?
de médias (testet)
Média + DP Média + DP

Ndmero total
_ 55,80 + 8,90 21,67 £ 13,40 34,13 18,22 a 50,04 P =0,0009
de curativos

DP: desvio padrdo; IC 95%: intervalo de confianca de 95% da diferenca de médias.
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5 DISCUSSAO

Sabe-se que um dado relevante para uma pesquisa, especialmente na area
da saude, € o numero de pacientes (N) que participaram do estudo. No entanto, é
importante ressaltar o quesito ética, além de conhecer a diferenca entre um estudo

clinico e um estudo experimental.

E comum observar que pesquisas feitas com equideos, em geral, possui um
N bastante reduzido, pois em um estudo experimental é ético que seja utilizado o
minimo possivel de animais, ja que feridas serdo confeccionadas, respeitando um
limite maximo de tamanho; e, em um estudo clinico, devido ao tempo de observagéo
necessario para que se consiga um N grande. Além disso, nos dois formatos de
estudo, experimental ou clinico, é frequente a dificuldade para conseguir animais
para essa finalidade (SARDARI et al., 2009; IBRAHIM et al., 2020).

Em nosso estudo clinico, o numero final de animais ficou em 11, apos a
retirada de 2, sendo dividido para os dois grupos. O lapso temporal entre a entrada
desses animais no estudo, que acontecia na medida que ia surgindo uma ferida
traumatica, até finalizacdo do experimento concluindo o tempo de observagcédo de

cada um, durou 1 ano e 7 meses.

Em um estudo experimental recente, que avaliou PRP liofilizado e meio
condicionado com células tronco para uso terapéutico em feridas confeccionadasna
garupa deequinos, o numero total de animais foi 8, sendo 4 machos e 4 fémeas
(FREITASet al., 2023). Nesse modelo de feridas experimentais, conseguimos um
padrdo melhor de nimero de feridas e tamanho das mesmas, além da possibilidade
de ter, no mesmo animal, o tratamento teste e o tratamento controle. No entanto,
ndo é simulada uma condicdo proxima a realidade daquela espécie (SPARKS et al.,
2021).

J4 em um modelo de estudo clinico, as feridas sdo acidentais e 0s casos
clinicos vao surgindo no decorrer do tempo e, quando é observada uma ferida em
um animal, este passa por uma avaliacdo para ver se o animal e a ferida se
enquadram nos critérios de incluséo ou n&do. Dessa forma, encontramos feridas de
tamanho variavel e, muitas vezes, ndo conseguimos atingir o nimero desejavel de

animais, pois pode nao surgir um numero de feridas suficientes, que se enquadre no
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estudo, dentro do espaco de tempo determinado. No entanto, nesse modelo, 0
estudo simula uma condicdo mais semelhante a realidade da clinica (ANIS et al.,
2021).

Embora a pele de ratenha sido usada como tratamento de queimaduras no
Brasil (PICCOLOet al., 2002), nunca foi registrada pela Agéncia Nacionalde
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e ndo esta maisem uso.A pele de tilapia parece ser
um tecido promissor para ser utilizado como curativo oclusivo para feridas em
equinos (COSTA et al., 2020).

Quando um novo produto é testado, para que 0 mesmo seja propicio, ele
deve ter uma resposta semelhante ou melhor do que um produto ja existente no
mercado, com eficacia conhecida para o devido fim, sendo essencial que exista
alguma vantagem em relacdo ao produto ja prescrito. Em nosso estudo, tivemos
efichAcia semelhante ao tratamento utilizado no grupo controle em relacdo aos
seguintes pontos: percentual de cicatrizacdo total; evolucdo temporal da area da
Ulcera; taxa de cicatrizacao; evolucédo temporal do processo de cicatrizacdo (PUSH);
quantificacdo do grau de edema, neutrofilos, macrofagos, tecido de granulacao,
fibroblastos, colageno, epitelizacdo, neovascularizacdo; colageno total; colageno tipo
I; colageno tipo Il e densidade microvascular. No entanto, em relacdo ao numero de
curativos, tivemos uma diferenca consideravel, corroborando os resultados obtidos

na pesquisa em humanos.

Nossos resultados foram semelhantes ao de um estudo que avaliou a eficacia
da pele de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) como curativo biolégico oclusivo no
manejo e tratamento de queimaduras de segundo grau em humanos adultos
comparadocom o tratamento com curativo de hidrofibra & base de prata Aquacel
Ag® foi verificado que a pele de tilapia do Nilo apresentou tempo meédio de
tratamento(cicatrizagdo completa da ferida) semelhante ao do material comparativo,
sugerindo que a pele de tilapia do Nilo é tdo eficaz quanto um curativo biol6gico
oclusivo. Porém, 60% dos pacientes tratados com pele de tilapia do Nilo nao
necessitaram de troca de curativos em nenhum momento do tratamento enquanto
gue os pacientes tratados com a hidrofibra, 53,3% dos pacientes necessitaram de
mais de uma troca de curativo (MIRANDA& BRANDT, 2019).
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Em uma crianca de 3 anos com 18% do corpo queimado, utilizou-se a pele da
tilapia em parte das lesdes e sulfadiazina de prata em outra. Enquanto que em todas
as lesdes tratadas com a sulfadiazina de prata os curativos precisavam ser trocados
diariamente, nas feridas tratadas com a pele da til4pia, em apenas uma, o curativo
precisou ser substituido dentro do periodo de 10 dias de tratamento até a completa
cicatrizacdo (COSTA et al., 2019). Em um homem de 23 anos que deu entrada no
Hospital com queimaduras devido a uma lesdo térmica causada por contato com
chamas de exploséo de polvora em diversas regides do corpo, foram selecionadas
algumas lesbes para tratar com a pele de tilapia. Durante os periodos de 12 e 17
dias necessarios para a reepitelizacdo completa das feridas, ndo houve necessidade
de troca de curativo de pele de tildpia (LIMA-JUNIORet al., 2019).

Em uma paciente de 18 anos, sem comorbidades, mas com gqueimaduras,a
pele de tilapia foiaplicada nas lesdes levando a uma reepitelizacdo completa com16
dias de tratamento. As lesbes, em sua maioria, eram queimaduras desegundo grau
profundo e, uma menor parte,queimaduras de segundo grau superficial. No quarto
dia de tratamento, o curativofoi aberto pela primeira vez efoi observada
boaaderéncia da pele de tilapia em parte da superficiequeimada, porém em algumas
regides a pele ndoaderiu, tendo sido removida juntamente com asgazes ou
permanecendo no leito da queimadura, mascom consisténcia amolecida e excesso
de secrecaosubjacente. Nestas regides, a pele detilapia foi retiradae, apés limpeza,
houve reposicdo do biomaterial, seguida denova cobertura firme com gaze e
atadura. A mesmasequéncia de procedimentos foi realizada no sétimodia de
tratamento, porém com melhor aderéncia dapele de tilapia e menor presenca de
secrecdo foramobservadas.Um periodo de 16 dias foi necessario para a
reepitelizacdoda queimadura desta paciente e a auséncia deefeitos colaterais
sugeriram a efetividade da pelede tilapia como um xenoenxerto flexivel e aderente.
A diminuicdodo numero de troca de curativos foi um fator importantena reducéo da
dornesta paciente, aléem de diminuir otrabalho da equipe e os custos hospitalares
(LIMA JUNIORet al., 2020a).

O curativo com consisténcia amolecida e excesso de secrecdosubjacente nas
primeiras trocas, relatado anteriormente, foi observado no nosso estudo em equinos

e no de SILVA (2022) que também avaliou a pele de tilapia como curativo biolégico
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oclusivo em feridas de equinos. Aparentemente, feridas profundas, mesmo que néo
seja por queimadura, ao receber o curativo com a pele de tilapia, produz uma
guantidade excessiva de exsudato, impedindo a aderéncia do mesmo, necessitando
de uma frequéncia inicial de trocas de curativos maior. Sendo assim, trocar o0s
curativos com mais frequéncia nas duas primeiras semanas pode estimular a
resposta inflamatoria e ajudar no controle do mau cheiro devido a secrecéo,
auxiliando na prevencdo de moscas e problemas de miiase em equinos (SILVA,
2022). No entanto, no decorrer das trocas, essa secrecdo vai diminuindo e
permitindo a aderéncia da pele de tilapia ao leito da ferida. E importante ressaltar
que a pele da tilapia possui microbiota ndo patogénica (LIMA-JUNIOR et al.,2016),

portanto o exsudato ndo é causado pela contaminacédo do curativo.

Em um estudo controlado randomizado de fase Il com humanos, verificou-se
que, nos participantes tratados com pele de tildpia, a reepitelizacdo completa
ocorreu em um numero significativamente menor de dias e a necessidade de troca
de curativos foi significativamente reduzida em comparacdo com voluntarios tratados
com Sulfadiazina de Prata (LIMA JUNIORet al., 2020b).

No estudo controlado randomizado de fase Il foi observado que o curativo a
base de pele de peixe de tilapia do Nilo diminui os custos relacionados ao
tratamento de queimaduras superficiais de espessura parcial em humanos,
comparado com o uso do curativo com sulfadiazina de prata. Os pacientes tratados
com pele de peixe necessitaram de menos dias para reepitelizacdo e menos
curativos. Com isso, o uso da pele de peixe reduziu a média final do custo do
tratamentopor paciente em 42,1%. Portanto,observou-se que ao acelerar a
reepitelizagdo e diminuir os custos relacionados ao tratamento, a pele do peixe
tilapia do Nilo pode beneficiar os sistemas de saude publica com poucos recursos
dos paises em desenvolvimento (LIMA JUNIORet al., 2021).

Diferenca consideravel no nimero de curativos também foi encontrada na
pesquisa feita com uma populacdo de 30 criancas com idades entre 2 e 12 anos
com queimaduras superficiais admitidas em menos de 72 horas ap0s a lesdo
térmica.Esses curativos eram trocados apenas se a pele da tilapia ndo aderisse
adequadamente ao leito da ferida. No grupo controle, foi aplicada fina camada de

creme de sulfadiazina de prata 1%, coberta com gaze e curativo. Nesses pacientes,
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0s curativos eram trocados diariamente.Enquanto que no grupo com pele de tilapia a
troca acontecia apenas em caso de necessidade. O numero médio de dias para
completar a reepitelizacdo,a taxa de reepitelizacdo, bem como a avaliacdo da
melhoria da queimadurando apresentaram diferenga estatisticamente significativa
entre os dois grupos. No entanto, em relacdo ao numero de curativos realizados, o
namero total de curativos foi significativamente reduzido no grupo Pele de Tilapia

quando comparado ao grupo Sulfadiazina de Prata (LIMA JUNIORet al., 2020d).

Depois que bons resultados foram obtidos com o uso da pele de tilapia
glicerolizada em criangas e adultos queimados outra versao da pele foi desenvolvida
e resultados semelhantes foram alcancados, inclusive na diminuicdo do niumero de
trocas de curativos: pele de tilapia liofilizada. A verséao liofilizada da pele de tilapia é
eficaz no tratamento de queimaduras, com a vantagem de nao precisar ser
armazenada sob refrigeracdo, em comparacdo com a glicerolada, permitindo o
armazenamento prolongado de tecido estéril e diminuindo os custos relacionados a
distribuicéio e transporte (LIMA-JUNIOR et al., 2020c).

Outro produto a ser desenvolvido € o Scaffold utilizando a pele de Tilapia.
Scaffolds de matriz extracelular descelularizada foram desenvolvidos ha mais de 30
anos e tém sido utilizados para uma ampla gama de aplicacdes de reparo de tecidos
em medicina humana e veterinaria e € um exemplo de terapia de medicina
regenerativa para cicatrizacdo de feridas. Ap6s a remoc¢ao do componente celular
imunogénico, esses produtos contém estruturas e moléculas funcionais importantes
na reparacao de tecidos, incluindo colageno, glicosaminoglicanos, fatores de
crescimento, quimiocinas e citocinas (SWINEHART & BADYLAK 2016).

Além disso, os biomateriais a base de colageno continuam a ser um dos
materiais naturais mais investigados para a regeneracao de tecidos. Estudos tém
apontado a tildpia como fonte satisfatéria de colageno pela qualidade e custo
beneficio, com boas respostas in vitro e in vivo. Para regeneragfes de tecidos moles
e duros, a pele de tilapia do Nilo estd sendo considerada uma boa fonte de

colageno, o que motiva a extracdo desse colageno para a criacdo de um novo
produto (Lima-Verde et al., 2020).

Como citado anteriormente, humanos queimados tratados com pele de tilapia

diminuiram as necessidades analgésicas e a escala visual analégica (LIMA-JUNIOR



99

et al., 2021). No presente estudo, esse aspecto ndo foi avaliado, mas o fato de um
menor manuseio das feridas para troca do curativo ao longo do tempo, favorece o
bem-estar animal. Esses fatores motivaram o desenvolvimento desta pesquisa em
cavalose nos levou a tentar replicar o estudo clinico nessa espécie para a realidade
da medicina equina, pois era importante investigar se 0 mesmo resultado favoravel
ocorre em feridas traumaticas de equinos e 0s nossos resultados demonstraram
isso. Portanto, este € o primeiro estudo clinico a avaliar a eficacia da pele da tilapia
na cicatrizacdo de feridas traumaticas em equinos, com tempo de observagdo que

simula a rotina clinica da medicina equina.

Na medicina veterinaria temos uma escassez de trabalhos cientificos que faca
comparacdo de numero de curativos em diferentes tratamentos e,
consequentemente, que leve em consideracdo o impacto da diferenca de custo de
tratamentos que exigem menor numero de trocas de curativo na rotina clinica
veterinaria. Nosso estudo vem chamar a atencéo para esse ponto importante dentro
da medicina veterinaria que reflete diretamente no custo do tratamento, no bem-

estar do animal e na segurancga da equipe.

Nossa pesquisa foi semelhante ao estudo feito por Khafaga et al (2018) que
investigaram o efeito cicatrizante de nanoparticulas de prata (AgNPs) em feridas
tratadas por segunda intencdo em burros comparada com a sulfadiazina de prata e
foi observado superioridade das AgNPs na cicatrizagéo de feridas devido a formacgéao
precoce de tecido de granulacdo, maior epitelizagcdo e angiogénese, menor tempo
de cicatrizacdo e reducdo da largura da cicatriz. Os tratamentos foram aplicados
duas vezes por semana durante as primeiras 2 semanas, depois uma vez por

semana até a cura completa.

Embora a sulfadiazina de prata tenha sido estabelecida como o tratamento
antimicrobiano topico padrdo para queimaduras em humanos (LIMA JUNIOR et al.,
2020b), e tenha uma taxa de cicatrizacdo semelhante a feridas experimentais em
membros equinos tratados com pomada de iodopovidona (Berry & Sullins, 2003), o
curativo necessita ser trocado diariamente e o presente estudo demonstrou uma
reducdo consideravel no nimero de curativos nas feridas tratadas com pele de
tilapia. Este resultado esta relacionado ao maior intervalo entre as trocas de

curativos, comparado com o de sulfadiazina de prata.
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E comum dizer que todas as terapias para feridas que ndo cicatrizam em
equinos sdo usadas em varias combinacdes o0 que nos leva a pensar na associacao
da pele de tildpia com outros protocolos como terapia com ozoénio, terapia a laser,
entre outras (DAHLGREN, 2018).Ndo ha escassez de curativos para feridas
disponiveis que fornecem um ambiente de cicatrizagdo Umido e favorecem a
cicatrizacdo. Essa diversidade de opcdes de curativo na clinica de equinos se torna
um desafio para o veterinario que deve escolher de acordo com o que tem ao

alcance, dentro da realidade de cada paciente e tutor (Stashak e Farstvedt, 2004).

Os biomateriais baseados em acido hialurénico (HA) reticulados fornecem
uma excelente ferramenta para a cicatrizacdo de feridas. Feridas de equinos
tratadas com uma preparacdo de filme de HA reticulado cicatrizaram mais
rapidamente e com um epitélio de maior qualidade e menos fragil do que as feridas
tratadas apenas com bandagens, sendo proposto como uma opcao de tratamento
para ajudar a estimular a formacéo de tecido de granulacdo saudavel na cicatrizagéao
precoce de feridas com grandes defeitos (DAHLGREN et al., 2016).Um biomaterial &
base de acido hialurénico reticulado (HA-) usado para tratar feridas em ratos, cées e
cavalos obteve tempos reduzidos de fechamento da ferida e melhor qualidade do
tecido cicatrizado diminuindo o risco de infeccéo e a dor associada a feridas abertas
(YANG et al., 2011).

O uso de PRP em feridas de cavalos tem se tornado uma pesquisa frequente
ja que se refere a uma série de produtos sanguineos que geralmente sao feitos do
mesmo cavalo que tem a ferida a ser tratada (autdloga), diminuindo custo de
producdo (CARTER et al., 2003; LOPEZ & CARMONA, 2014). Monteiro et al. (2009)
fez um modelo de cicatrizacdo com troca semanal de curativo utilizando o PRP, no
entanto, a aplicacdo tépica de PRP autélogo ndo acelerou ou melhorou a qualidade

do reparo de pequenas feridas em membros de cavalos.

Por um tempo, foi investigada a agcdo da membrana amnioética na cicatrizagdo
de feridas por ser uma matriz rica em coladgeno e incluir propriedades
antiinflamatdrias, bacteriostaticas, reepitelizantes e de prevencédo de cicatrizes.A
aplicacdo de amnio em feridas experimentais nos metacarpos e metatarsos de
cavalos resultou em aumento da porcentagem de epitelizagdo e diminuicdo do

namero de dias para cicatrizacdo completa em comparacdo com feridas de controle
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tratadas com um curativo ndo aderente. Além disso, as feridas tratadas com amnio
também tinham tecido de granulacdo menos exuberante em comparagdo com 0S
controles (BIGBIEet al., 1991).

Em um estudo semelhante usando &mnio como curativo biol6gico apés
enxerto de pele em feridas experimentais de membros distais, feridas tratadas com
amnio apresentou diminuicdo da formacédo de TGE e diminuicdo do tempo mediano
de cicatrizacdo em comparacdo com o curativo ndo aderente sozinho. A troca de
curativos era realizada a cada 3 dias, sendo uma vantagem em relacdo aos
curativos convencionais de troca diaria (GOODRICHet al., 2000). No entanto, o uso
de membrana amniética para tratamento de feridas ndo € aplicado na rotina clinica

equina, provavelmente pela dificuldade de adquirir, preparar e armazenar o material.

Em umrelato de casocom dois equinos machos adultos que apresentavam
feridas cronicas, a troca de curativo era feita a cada 7 dias e a pele de tilapia
utilizada comocurativo oclusivo pareceu ter um efeito positivo na cicatrizacdo das
feridas e o aspecto clinico melhorounos 35 dias avaliados. Uma grande reducédo no
tamanho da ferida, juntamente com a epitelizacdo da superficie foi notada apés 28
dias de tratamento. A utilizacdode curativo de pele de tilapia pareceu diminuir o
tempo de cicatrizacdo, diminuir a formacdo de TGE e permitir uma reducdo do
namero de trocas de curativos de a cada dois dias para uma vez por semana. I1Sso
implica em menos estresse e dor para o animal devido amenor manipulacdo e
menor custo de tratamento, pois h4 menor quantidade de material de curativo sendo
utilizado.Além disso, permite evitar a utilizacdo de antibidticos, o que diminui o

impacto ambiental e ndo gera resisténcia (SILVA et al., 2019).

Esses achados corroboram o que foi notado no nosso estudo que, apesar de
a formacdo de TGE néo ter sido investigada, foi um dado observado nos animais
tratados com o curativo de pele de tilapia. Uma das razbes para a formacédo de
tecido de granulacdo exuberante em vez de cicatrizacdo é a incapacidade das
células de defesa dos equinos em eliminar patdogenos (WILMINK & VAN WEEREN,
2005). Mais estudos sdo necessarios para investigar a interferéncia da pele de

tilapia nesse processo.

Outro relato de uso da pele de tilapia em equinos, teve resultado semelhante,

mesmo sendo em um caso comprovado de ferida por habronemose cutéanea. O
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curativo era trocado a cada 7 dias e demonstrou ser uma alternativa viavel, com uma
diminuicdo na manipulacdo doanimal, comparada ao tratamento convencional onde
as trocas sdo preconizados, na maioria das vezes, diariamente.O tempo de
cicatrizacdo também foi satisfatorio levando em consideragcdo quea habronemose

cutanea é uma doenca de dificil cicatrizacédo (DA SILVA et al., 2019).

Em resumo, o presente estudo confirmou a eficacia da pele da tilapia na
cicatrizacdo de feridas traumaticas em equinos, com reducdo do numero de
curativos. Sendo assim, o curativo com pele de tilapia representa um passo a frente
na cicatrizacao de feridas em equinos. Como curativo, tem o potencial de abordar
alguns dos desafios associados a cicatrizagdo por segunda intencdo, como
tratamento diario da ferida, cicatrizacdo retardada e formacdo de tecido de

granulacao exuberante.

Além disso, é uma escolha vélida para aplicacdo em feridas cutaneas distais
dos membros de equinos, pois as recomendacdes delineadas para o tratamento de
feridas equinas com curativo de pele de tilapia seriam baseadas em sua eficacia na
cicatrizacéo de feridas e seu efeito prolongado, permitindo menos trocas de curativo,

favorecendo o bem-estar animal.

O baixo custo e a ampla disponibilidade de peles de tilapia tornam esse
curativo um divisor de aguas no tratamento de queimaduras, seja em animais ou em
humanos. A observacdo parece aplicavel a cavalos, embora mais estudos sejam
necessarios para entender os mecanismos moleculares envolvidos no processo de
cicatrizacdo quando a pele de tilapia € usada como curativo oclusivo, bem como a

sua interferéncia na formacéo de TGE.

Portanto, ainda h&4 uma extensa pesquisa a ser feita que deve visar o
seguinte: entender o mecanismo de acao do curativo da pele de tilapia que evita a
formacdo do tecido de granulagédo exuberante, verificar a resposta da matriz
descelularizada, oriunda da pele de tilapia,na cicatrizacéo de Ulceras traumaticas em
equinos, bem como de outros derivados da pele de tilapia para esta mesma
finalidade e comparar os custos do tratamento com pele de tilapia em relacdo aos

tratamentos utilizados com frequéncia na rotina clinica.
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6 CONCLUSAO

E possivel concluir que o tratamento com o curativo de pele de tilapia em
equinos tem uma resposta de cicatrizacdo semelhante a de um produto do mercado
que é conhecido por ter um efeito favoravel na cicatrizagdo, porém com uma
diminuicdo consideravel no niumero de curativos, o que implica em maior conforto e,

consequente, melhora do bem-estar do animal.
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ANEXO |: ESCORE PRESSURE ULCER SCALE FOR HEALING (PUSH)

Comprimento
X 5 & 7 8 9 10

0 1 2 3 4
Largura oo | <03 e [0.3-0.6 cm?fo.7-1.0 e |1.1-2.0 e | 24730 | 3:1- 4.0[4.1-8.0 | 8.1-12.0 12.1-24.0] >24.0

cm crm cm cm cm? cm
Quantidade o 1 2 3
Exsudato Ausente | Pequena | Moderada Grande
Tipe de 0 1 2 3 4
Tgcidu Ferida Tecido Tecido de Esfacelo Tecido
Fechada Epitelial |Granulacdo Mecrotico

Etapa 1: para avaliar a primeira caracteristica - comprimento Xx largura -
primeiramente mede-se a ferida em seu maior comprimento, no sentido céfalo-
caudal. A seguir, uma segunda medida é feita também para a maior largura, do lado
direito para o esquerdo. Multiplicam-se estas duas medidas para obter a area, em
centimetros quadrados e, entdo, seleciona-se, no instrumento, a categoria a qual
essa medida corresponde, registrando-se o subescore obtido, que pode variar de 0 a
10. Atencdo: utilize sempre uma régua métrica graduada e sempre 0 mesmo
meétodo, todas as vezes em que a leséo for medida.

Etapa 2: avalia-se a quantidade de exsudato presente (segunda caracteristica),
apos a remocdo da cobertura e antes da aplicacdo de qualquer agente tdpico,
classificando-a como ausente (0), pequena (1), moderada (2) ou grande (3)
guantidade. Seleciona-se a categoria correspondente no instrumento e registra-se o
subescore obtido.

Etapa 3: identifica-se o tipo de tecido presente no leito da ferida. Deve-se apontar o
escore “4” quando houver qualquer quantidade de tecido necrético presente; o
escore “3” quando houver presenca de qualquer quantidade de esfacelo e auséncia
de tecido necrético; o escore “2” quando a ferida estiver limpa e contiver tecido de
granulacao; o escore “1” quando a ferida for superficial e estiver re-epitelizando; e o
escore “zero”, quando a ferida estiver fechada (Quadro 1). Seguem as
caracteristicas dos diferentes tipos de tecido: -

(escore 4) - tecido necrético (escara): tecido de coloracdo preta, marrom ou
castanha que adere firmemente ao leito ou as bordas da ferida e pode apresentar-se
mais endurecido ou mais amolecido, comparativamente a pele periferida.

(escore 3) - esfacelo: tecido de coloragdo amarela ou branca que adere ao leito da
ferida e apresenta-se como corddes ou crostas grossas, podendo ainda ser
MUuCIN0SoO.

(escore 2) - tecido de granulacao: tecido de coloracédo résea ou vermelha, de
aparéncia brilhante, imida e granulosa.

(escore 1) - tecido epitelial: para as feridas superficiais, aparece como um novo
tecido réseo ou brilhante (pele) que se desenvolve a partir das bordas ou como
“‘ilhas” na superficie da lesao.
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(escore 0) - ferida fechada ou recoberta: a ferida esta completamente coberta com
epitélio (nova pele).

Etapa 4: Somam-se os subescores alcancados nas trés caracteristicas contidas no
instrumento para obter o escore total do PUSH e registra-los na Tabela de
Cicatrizacao da Ulcera de Pressao.

Etapa 5: Registra-se o escore total no Gréafico de Cicatrizacéo da Ulcera de Press&o,
conforme a data. Durante o periodo de avaliacdo da ferida, as mudancas nos
escores indicam as mudancas nas condi¢cdes da ferida. Escores que diminuem
indicam que h& melhora no processo de cicatrizacdo. Escores maiores apontam
para a deterioracéo das condi¢cdes de cicatrizacao da ferida.
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