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ARAUJO, A.L. M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, fevereiro de 2014. Efeitos
do uso topico do Oleo de andiroba puro e ozonizado em feridas cutaneas
experimentalmente induzidas em equinos. Orientadora: Clarisse Simodes
Coelho.

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi demonstrar os efeitos do uso tépico do 6leo
de andiroba (Carapa guianensis Aubl.), pura e ozonizada, no tratamento de
feridas cutaneas experimentalmente induzidas em equinos, visando novas
alternativas terapéuticas na referida espécie. Para tal, foram usados cinco
equinos adultos, sem racga definida, nos quais foram induzidas cirurgicamente
guatro feridas cutaneas em cada lado da regidao lombar. As lesbes foram
tratadas diariamente com solucao fisiologica isotdnica de NaCl 0,9% (controle;
GC), solucéo fisiolégica isotbnica de NaCl 0,9% ozonizada (controle — 0z06nio;
GO), 6leo de andiroba puro (GAP) e 6leo de andiroba ozonizado (GAO), com
alternancia no posicionamento dos tratamentos entre os animais. Um lado de
cada equino foi usado para avaliacdo macroscopica e mensuracdo de area da
ferida e o outro foi usado para avaliacdo histopatolégica. De forma aleatdria, foi
feita alternancia entre os lados. Registros da avaliacdo macroscopica e coleta
de amostras para avaliacdo histopatolégica foram feitos nos dia da cirurgia e
com 3, 7, 14 e 21 dias, sendo registrado também o tempo até a cicatrizacao
total das feridas. Foi possivel observar um grau de contracdo de 67,75%,
65,26%, 67,91% e 69,84%, respectivamente, nas feridas dos grupos GC, GO,
GAP e GAO, sem diferenca significativa entre os mesmos. Foi possivel concluir
a partir das analises macroscoépica e histopatologica que o 6leo de andiroba
ozonizado teve maior efeito benéfico ao proporcionar uma epitelizacdo mais
precoce, ja sendo essa detectada aos 14 dias. Além disso, foi possivel
comprovar o efeito analgésico do 6leo de andiroba.

Palavras-chave: Andiroba. Cicatrizacdo. Equinos. Feridas. Ozénio.



ARAUJO, A.L. M.Sc., University Vila Velha - ES, February 2014. Effects of
topical application of pure and ozonized andiroba oil on experimentally

induced wounds in horses. Advisor: Clarisse Simdes Coelho.

ABSTRACT

The aim of this research was demonstrate the effects of topical application of
andiroba oil (Carapa guianensis Aubl.), pure or ozonized, on surgically induced
wounds in horses, trying to establish new alternatives for wound healing by
second intention. With this purpose, five adult mixed breeds horses were used.
Four lesions were surgically performed in each side of lumbar area of each
animal. Lesions were daily treated with NaCl 0.9% saline solution (control
group; GC), ozonized NaCl 0.9% saline solution (ozone group; GO), pure
andiroba oil (GAP) and ozonized andiroba oil (GAO), alternating the treatment
positions on each animal. Wounds on one side of the horse were used for
macroscopic observations and area mensuration and the ones on the other side
for histopathologic analysis, alternating aleatorily between animals. Records of
macroscopic evaluation and samples obtained for histopathologic analysis were
done at the surgery day and after 3, 7, 14 and 21 days, also recording the time
for complete healing. It was possible to observe a wound contraction of 67.75%,
65.26%, 67.91% and 69.84%, respectively, on the groups GC, GO, GAP and
GAO. It was possible to conclude that the ozonized andiroba oil had higher
benefic effects on the healing process because it leaded to epitlhelization,
already on the 14th day. Also, it was possible to observe the analgesic effects
of andiroba oil.

Key-words: Andiroba. Healing. Equine. Wounds. Ozone therapy.



1. INTRODUCAO

A cicatrizacdo cutdnea € alvo de interesses clinico, cientifico e
econdmico (HUSSNI et al., 2004; PAGANELA et al., 2009), principalmente na
espécie equina na qual a mesma ocorre de forma diferenciada com tendéncia a
formacédo de tecido de granulagdo exuberante, podendo assim prejudicar a
funcdo do animal (STASHAK, 1994). Segundo Paganela et al. (2009), as
afeccbes cutaneas representam 37% dos casos de equinos atendidos no
Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal de Pelotas/RS,
sendo que 63% dessas lesOes oscilavam entre laceracbes, perfuragoes,
incisbes e contusbes e o0s 37% restantes eram neoplasias, dermatites e
proliferacdo de tecido de granulacdo exuberante.

Segundo White (1995), diversas preparacdes topicas sao utilizadas nas
feridas cutaneas em equinos; muitas séo ineficientes ou até mesmo prejudiciais
a cicatrizacao, por serem irritantes ou estimularem a formacédo de tecido de
granulacdo exuberante. Dentre as possiveis alternativas terapéuticas destaca-
se a fitoterapia, através do uso de 6leos vegetais, e a oxigénio/ozonioterapia.
Esses produtos podem ser usados como constituinte principal no protocolo de
tratamento ou como um complemento terapéutico.

No Brasil, a utlizacdo de plantas medicinais possui uma grande
aceitacdo, no entanto muitas destas plantas ndo tém a eficacia comprovada
cientificamente. Na area da fitoterapia e uso de 6leos vegetais, sdo varios os
estudos realizados com o objetivo de comprovar sua eficacia na cicatrizacao de
feridas em humanos e diversas espécies animais, sendo possivel destacar as
pesquisas com 6leo de copaiba (EURIDES e MAZZANTI, 1995; POSSA et al.,
2007), papaina (SANCHEZ NETO et al., 1993), acucar (PRATA et al., 1988),
barbatimdo (EURIDES et al., 1996), maracuja (GARROS, et al., 2006), aloe
vera, confrey, eucalipto, jojoba, propolis (STASHAK et al., 2004) e o Oleo de
girassol (MARQUES et al., 2004; ROCHA et al., 2004). Em equinos, destacam-
se as citacfes de Souza et al. (2006), que estudaram a aplicacdo de creme a
base de Triticum vulgare na cicatrizacdo de feridas cutaneas
experimentalmente induzidas, Martins et al. (2003), que compararam o uso de

barbatimédo, caléndula e confrey na cicatrizacdo de pele, e Coelho et al. (2012)
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e Oliveira Jr. et al. (2012), que constataram o uso benéfico de 6leo de girassol
em feridas cutaneas de equinos.

A andiroba é uma éarvore alta de folhas alongadas e com pequenas flores
brancas (STEFFEN, 2011), descrita pela primeira vez em 1775 na Guiana
Francesa pelo botanico francés Jean-Baptiste Christopher Fuseé Aublet
(MENEZES, 2005). Na regido amazonica € conhecida como rainha da floresta
€ encontrada em solos umidos de toda a regido, especialmente Amapa, Acre e
Para. Ha muitos séculos, suas sementes sao usadas contra picadas de cobras,
escorpides, abelhas e aranhas. Seu 6leo € obtido das sementes que caem,
sem que as arvores sejam derrubadas (MULTIVEGETAL, 2001). Na medicina
popular, esse Oleo é indicado para dores musculares, tumores, distensao
muscular e micoses devido aos seus efeitos antinflamatorios
(MULTIVEGETAL, 2001).

Os usos citados na literatura para a andiroba incluem aplicagdo ao redor
das feridas e escoriacdes, como 0leo de massagem e repelente de insetos e
uso tépico em varios tipos de lesbes cutaneas, tais como a psoriase (NAYAK et
al., 2011). Brito et al. (2001) pesquisaram os efeitos da aplicacdo do oOleo de
andiroba in natura em feridas cutaneas em ratos. Segundo os autores, apesar
dos efeitos antiinflamatérios, a aplicacdo do mesmo gerou prejuizo no processo
de cicatrizacdo com retardo da contracéo e epitelizacao das feridas. Pennaforte
(2003) avaliou a atividade antiinflamatéria e analgésica de Oleos de duas
plantas amazonicas (copaiba e andiroba) e comprovou que o 6leo de andiroba
possui atividade analgésica, antialérgica e anti-histaminica inibindo a formacao
de edema local.

Considerado um oxidante muito poderoso, com potencial redox de 2,07
(HOLMES, 2011), o ozbnio € um gas formado na forma tri atbmica de oxigénio
obtido pela transformacdo do mesmo através de descargas elétricas (SILVA et
al., 2008). O ozbnio medicinal € uma mistura gasosa com 5% de o0zbnio e 95%
de oxigénio. Suas principais indicacbes sdo em doencas infecciosas,
vasculares e isquémicas, ortopédicas, dermatoldégicas, pulmonares, renais,
hematolégicas, neurodegenerativas e auto-imunes, de modo isolado ou
complementar, sendo veiculado em 6leo ou agua (SANCHEZ, 2008). Também

€ indicado no tratamento de feridas por ser oxidante, pela acdo bactericida e
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bacteriostatica e por promover a formacao de tecido de granulacdo (CANDIDO,
2006).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Pele e cicatrizacéo de feridas cutaneas

A pele ou tegumento é uma barreira impermeavel, responsavel pela
prevencao das perdas de fluidos, eletrdlitos e calor; além disso, é responsavel
pela protecao contra microorganismos e toxinas (FITCH e SWAIM, 1995).

Em equinos, a espessura da pele varia de acordo com a regido do corpo,
oscilando de um até cinco milimetros. Normalmente, ela diminui no sentido
dorso-ventral na regido axial e no sentido distal-proximal nos membros
locomotores (MORIELLO et al., 2000).

A pele representa 15% do peso corporeo (DAYCE et al., 1997) e é 0
maior e um dos mais complexos o6rgaos do organismo, sendo constituida pela
epiderme, camada constituida por um epitélio superficial, queratinizado
estratificado ndo vascularizado de origem ectodérmica; e derme, porcao
conjuntiva de origem mesodérmica. Abaixo da derme, localiza-se a hipoderme,
gue nao faz parte da pele, mas serve de suporte e unido aos orgaos/estruturas
subjacentes (DAYCE et al., 1997; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

A epiderme, camada mais superficial, € composta por um epitélio
pavimentoso estratificado, onde o principal constituinte sdo os queratindcitos.
Além disto, estdo presentes um pequeno numero de células de Langerhans
dendriticas, melandcitos, células de Merkel e linfocitos migratorios. A epiderme
pode ser subdivida ainda em quatro estratos ou camadas: camada basal
(Stratum basale), camada espinhosa (Stratum spinosum), camada granular
(Sratum granulosum) e, a camada mais superficial, camada cornea (Stratum
corneum) (JONES et al., 1997).

A derme, considerada a segunda camada da pele, é rica em fibras
colagenas e é formada por foliculos pilosos, musculos piloeretores, glandulas
sudoriparas e sebaceas, capilares linfaticos; € altamente inervada e
vascularizada, sendo responsavel pela nutricdo da epiderme (PAVLETIC, 1993;
DAYCE et al., 1997; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999). A derme € a maior

camada da pele é responsavel pela forca ténsil apresentada pelo tegumento
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normal, com colageno presente de forma abundante. A derme pode ser dividida
em duas camadas: a derme papilar e a derme reticular (JONES et al., 1997).

A hipoderme ou subcutis € composta por Iébulos de tecido adiposo. No
limite entre a derme reticular profunda e a hipoderme esta situado o segundo
plexo vascular da pele, sendo denominado de plexo vascular profundo (JONES
et al, 1997).

Segundo Andrido et al. (2009), apesar dos equinos apresentarem
caracteristicas histolégicas da pele similares a de outros mamiferos, eles
apresentam epiderme mais delgada e com auséncia de tecido adiposo.

Uma ferida pode ser definida como perda na integridade da pele,
produzida por acdo traumatica que ultrapassa a resisténcia dos tecidos
atingidos de forma intencional ou ndo (ARAUJO et al., 1998; THOMASSIAN,
2005; GARROS et al. 2006). Essas lesdes podem atingir desde a camada mais
superficial da pele até estruturas mais profundas, tais como fascias, masculos,
aponeuroses, articulacdes, cartilagens, tenddes, 0ssos, 0rgaos cavitarios ou
qualquer outra estrutura corporal (THOMASSIAN, 2005; MEHL, 2012).
Independente da causa, todas as feridas geram prejuizo ao fluxo sanguineo, a
sensibilidade e geram acumulo de debris inflamatorios, podendo apresentar
diferentes graus de contaminac&o ou infeccio (MAGALHAES et al., 2008).

As feridas podem ser classificadas como abertas, p.ex., abrasoes,
erosodes, perfuracdes, incisdes, laceracdes e queimaduras, ou fechadas, p.ex.,
contus@es e hematomas (HENDRICKSON e VIRGIN, 2005).

Na medicina equina, as feridas sdo lesBes importantes levando a
prejuizos econdémicos e danos funcionais. Devido a sua elevada prevaléncia,
muitas vezes devido ao préprio comportamento ativo dos animais, diversos
estudos séo feitos visando determinar medidas terapéuticas que levem a
reparacdo tecidual com uma boa caracteristica cosmética e funcional
(STASHAK, 1991; FERREIRA et al., 2006; PAGANELA et al., 2009). Em um
estudo retrospectivo, Paganela et. al (2009) relataram que entre 0os anos de
2000 a 2008 a incidéncia de feridas cutaneas atendidas em equinos foi 37% no
Hospital de Clinicas Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas no Rio
Grande do Sul, sendo que destas afeccdes 63% podiam ser classificadas como
laceracdes, perfuracdes, incisbes e contusdes ou 37% se tratavam de

neoplasias, dermatites e tecido de granulacdo exuberante.
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O processo de cicatrizagdo de uma ferida cutanea € promovido por uma
série de eventos complexos e regulados visando a restauracdo do tecido
(BANKS, 1992;: ORTONNE e CLEVY, 1994, DART et al. 2009). Segundo
Paganela et al. (2009), o processo de cicatrizacdo pode ser divido em cinco
fases: coagulacdo, inflamacdo, proliferacdo, contracdo da ferida e
remodelacdo. A primeira fase da cicatrizacdo € a coagulacdo, que se inicia
imediatamente apds o dano tecidual ter ocorrido. Esta fase tem como principal
objetivo conter o sangramento através da vasocontricdo e desencadear as
fases subsequentes, através da liberacdo de substancias vasoativas, proteinas
adesivas, fatores de crescimento e proteases.

A fase inflamatoria € classificada como a segunda fase e tem inicio com a
vasodilatacdo e a migracao proteinas plasmaticas e células de defesa, como
leucocitos. Ocorre ainda a liberagcdo de proteases, tais como hialuronidase,
colagenase e hemolisinas, que tem a funcdo de inibir a acdo de bactérias
durante a cicatrizacao.

A fase proliferativa pode ser subdividida em trés subfases, a
reepitelizacdo a fibroplasia e a neovascularizacdo. A fase de reepitelizacdo
ocorre de duas formas. Em feridas de espessura parcial, ela é proveniente da
migracdo de queratindcitos ndo danificados das bordas dos anexos epiteliais.
Nas feridas de espessura total, esta migracdo & proveniente das margens
epidérmicas. Os fatores de crescimento sdo responsaveis pelo aumento da
mitose e a hiperplasia do epitélio.

Na fase de fibroplasia, ocorre a proliferacdo de fibroblastos a partir da
regido mais superficial da ferida. Paralelamente ocorre a neovascularizacédo a
partir do brotamento endotelial, esta € responsavel pela nutricdo o tecido de
reparacao e promove uma aparéncia rosada e exuberante na lesdo. Assim, &
formado o tecido de granulacdo que consiste em vasos sanguineos
neoformados, fibroblastos e seus produtos, tais como o colageno fibrilar,
elastina, fibronectina, proteases e glicosaminoglicanas sulfatadas e néo
sulfatadas. Este tecido € formado em torno de trés a quatro dias apos a
inducdo da lesdo. Em seguida, o fluxo sanguineo e a oxigenagdo Ssao
restabelecidos e os vasos neoformados comecam a diminuir, iniciando a fase
de contracdo, que se inicia nos bordos da ferida pela diferenciacdo dos

fibroblastos ativados em miofibroblastos que tem a capacidade de formar
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conexfes com a matriz extracelular e outras células promovendo tenséo
suficiente para diminuir a leséo.

Os miofibroblastos sdo responsaveis por aproximar as margens da ferida
e por promoverem a sobreposicdo e o entrelacamento das fibras de colageno
promovendo suporte para diminuicdo do tamanho da les&o. A dltima fase do
processo de cicatrizacdo é a fase de remodelacdo, esta fase dura um longo
periodo, onde os componentes da cicatrizagdo, como o acido hialurdnico e os
proteoglicanos s&o transformados em tecido maduro com caracteristicas
diferenciadas (PAGANELA et al., 2009).

A cicatrizacdo pode ocorrer por primeira, segunda ou terceira intencao,
essa Ultima também conhecida como fechamento primério tardio (TURNER e
McILWRAITH, 2002). Segundo Paganela et. al (2009), a cicatrizacdo por
primeira intencédo ocorre em feridas limpas quando os bordos estdo proximos,
geralmente em les@es cirdrgicas nas quais € possivel aproximar as bordas da
ferida por meio de suturas. A cicatrizagcédo por segunda intencao é realizada em
feridas onde n&o é possivel fazer a aproximacdo das bordas ou feridas
apresentando contaminacdo ou corpos estranhos. Este tipo de cicatrizacdo €
mais complexo por ser totalmente dependente da neovascularizacdo e
remodelacdo da matriz celular e sua utilizacédo € indicada para os casos onde
nao é possivel o fechamento primario (AUER e STICK, 1999). Na cicatrizacdo
por terceira intencdo € feito o tratamento para fechamento em segunda
intencdo e apds este tratamento prévio € realizado a excisdo do tecido de
granulacdo ao longo dos bordos da ferida que €, entdo, suturada para que
ocorra a cicatrizacdo por primeira intencdo. Este método é muitas vezes
utilizado devido a demora do proprietario em chamar o medico veterinario
(TURNER e McILWRAITH, 2002).

A melhor forma de manejo das feridas é determinada pelo dano vascular
ocorrido, grau de contaminacdo e Vviabilidade do tecido circundante
(HENDRICKSON e VIRGIN, 2005). Em equinos, o tratamento de feridas
representa um desafio para os veterinarios (COOMER, 2008), pois na referida
espécie 0 processo de cicatrizacdo ocorre de forma diferenciada. Segundo
Wilmink (2004), a fase inflamatoria de ferida em equinos, bem como o influxo
de leucdcitos, ocorre de forma mais lenta, visto que nos cavalos o tecido de

granulacdo permanece irregular com presenca de secrecdo e exsudado
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fibrinoso. Este mesmo autor descreve que a formacao do tecido de granulacéo
exuberante foi maior nos cavalos quando comparado aos poneis, pois se
verificou que histologicamente a proliferacdo de fibroblastos nos equinos é
maior. Finalmente, a epitelizacdo, que ocorre na fase final do processo de
cicatrizacdo, é também um processo muito lento, avancando aproximadamente
um milimetro a cada 10 dias no cavalo (WILMINK, 2004).

Segundo White (1995), existem diversas preparacdes topicas usadas em
feridas nos equinos, sendo algumas ineficientes, podendo até serem
prejudiciais a cicatrizacdo, por serem irritantes ou estimularem a formacao
desse tecido de granulacdo exuberante. Dentre as possiveis alternativas
terapéuticas destaca-se a oxigénio/ozonioterapia e a fitoterapia com 0 uso

topico de Oleos vegetais.

2.2. Uso de plantas medicinais no tratamento de feridas cutaneas

A descoberta de plantas com finalidade terapéutica € reportada desde
antes de Cristo (a.C.) tendo sido inclusive descrito por Shen-Nung, considerado
0 pai da medicina chinesa tradicional, que utilizava curativos com plantas e
escreveu um tratado denominado O Herbario, que menciona o uso de plantas
(SANTOS, 2006).

Durante varios séculos, a base terapéutica da pratica médica foi a
utilizacdo de plantas medicinais, hoje denominado como fitoterapia. Com a
evolucdo da industria farmacéutica a partir século XIX, as moléculas ativas
foram extraidas das plantas e reproduzidas artificialmente (BRANCO-NETO et
al., 2006).

Apesar da utilizacdo de plantas medicinais ser discutivel, muitas vezes
pelo desconhecimento da fracdo ativa do fitoterapico ou pela cultura do
individuo, diversos fatores contribuem para a utilizacdo de plantas medicinais
em praticas relacionadas a saude, dentre eles podemos destacar o fator
econdmico e social, sendo uma pratica incentivada pela Organiza¢cdo Mundial
de Saude (OMS) (SANTOS et al., 2006).
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A utilizagdo de plantas com o objetivo de melhorar o processo de
cicatrizacdo vem sendo foco de estudos de varios pesquisadores (SANTOS et
al., 2006). Dentre eles, destacam-se alguns. Sanchez Neto et al. (1993) que
estudaram o efeito da solucdo extraida da Carica papaya (Mamao ou
Mamoeira), papaina a 2%, em ratos Wistar, observando um aumento no tecido
de granulacdo nas fases inicias promovendo uma cicatrizacdo mais eficaz.
Eurides et al. (1996) estudaram o uso topico de Stryphynodendron barbatiman
martius (Barbatimédo) em feridas de camundongos (Mus musculus) notando
uma reducdo no tempo de cicatrizagdo com registro de 21 dias no grupo
controle e 19 dias no grupo tratado.

Pennaforte (2003) avaliou em seu estudo a atividade antiinflamatoria e
analgésica de duas espeécies de plantas amazonicas Copaifera langsdorffii
(copaiba ou balsamo) e Carapa guianensis (Andiroba ou angiroba)
comprovando este efeito em ambas as espécies. Santos et al. (2006) avaliaram
a utilizacdo de Jatropha gossypiifolia L. (Pe&o roxo ou Jalopdo) em feridas
cutaneas em ratos Wistar, relatando diferenca significativa entre os grupos
estudados somente na microscopia.

Garros et al. (2006), avaliando a Passiflora edulis (Maracuja amarelo) em
feridas cutaneas de ratos Wistar, descreveram aumento na proliferacédo
fibroblastica no sétimo (7°) e colagenizacdo no décimo quarto (14°) dia, porém
sem diferencas macroscopicas significativas.

Schirato et al. (2006) avaliaram os efeitos do Anacardium occidentale L.
(POLICAJU, Caju ou Acaju) na fase inflamatoria de feridas cutaneas de
camundongos (Mus musculus) onde descrevem a eficiéncia deste fitoterapico
no controle da inflamacdo e a presenca de tecido de granulacdo, porém sem
diferencas significantes na reducao da area total da ferida.

Mendonca et al. (2009), trabalhando com ratos Wistar, avaliaram a Aloe
vera L.(Babosa), associada ou ndo a microcorrente elétrica, onde descrevem
resultados diferentes do grupo controle com os diversos tratamentos utilizados,
sendo que no grupo tratado com Aloe vera o tempo de cicatrizacao foi menor
gue o grupo controle, porém os animais tratados com a microcorrente isolada
ou associada ao crema a base de Aloe vera apresentaram uma fase

proliferativa mais precoce em comparacdo com 0os demais grupos.

17



Coelho et al. (2010) avaliaram em um experimento em ratos Wistar os
efeitos da sulfadiazina de prata, o extrato de Ipé (Tabebui avellanedae) e o
Barbatimao (Stryphnodendron adstringens) em feridas cutaneas e os autores
descreveram que, aos 14 dias de avaliacdo, os trés grupos tratados
apresentavam epitelizagdo completa, enquanto o grupo controle apresentava
um atraso na cicatrizacao e ja neste periodo houve diferencas significativas no
processo inflamatério e neovascularizacao. Quanto a presenca de fibroblastos
e colageno, a diferenca significativa aconteceu aos 30 dias de avaliacdo. Com
base nos resultados encontrados os referidos autores descrevem que a
cicatrizagao foi favorecida nos animais dos grupos tratados.

Batista et al. (2012) testaram a atividade antibacteriana e cicatrizante do
oleo de buriti (Mauritia flexuosa L.), conhecido também como Buriti ou Coqueiro
de Buriti ou ainda Palmeira do Brejo. A atividade antibacteriana foi testada in
vitro, onde de cinco patdgenos testados o Oleo foi eficiente na inibicdo do
crescimento de quatro destes.

Em outras espécies também séo realizados experimentos avaliando
diversos fitoterapicos. Marques et al. (2004) avaliaram a utilizacdo do 6leo de
semente de girassol (Helianthus annus ) em feridas cutaneas em carneiros e
relataram reducdo da area e maior contracdo da ferida no 7° e 21° dia de
avaliacdo. Os autores relatam a eficiéncia do 6leo de girassol em acelerar o
processo de cicatrizacdo e descrevem que 0 mesmo € uma nova alternativa no
tratamento de feridas por segunda intencdo. Barroso et al. (2010) estudaram o
uso de Stryphnodendron adstringens (Barbatimdo) em feridas cutaneas
induzidas em ovinos e relataram a ineficiéncia do mesmo em comparagcao aos
demais tratamentos utilizados neste experimento, o liquido de Dakin e agua.
Lima et al. (2012) relataram um caso clinico de um ovino apresentando ferida
contaminada onde foi avaliado a utilizacdo de acUcar cristal. Os autores
relatam que a utilizacdo do acucar cristal foi eficiente com um grau de retracao
de 1,95 mm por dia.

Em equinos, existem algumas pesquisas ja realizadas avaliando a
utilizacdo da fitoterapia na cicatrizacdo de feridas. Nesta espécie podemos
destacar alguns trabalhos. Martins et al. (2003), que avaliaram a eficacia dos
fitoterapicos Stryphnodendron barbatiman (Barbatimao), Calendula officinalis

(Caléndula) e o Symphytum officinale (Confrey), ressaltaram que o barbatimao
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e a caléndula podem ser utilizados no tratamento de feridas cutaneas em
equinos. Segundo os autores, a caléndula demonstrou ter um melhor efeito na
fase inflamatoria da cicatrizacdo, com as feridas apresentando bordos menos
edemaciados e crostas finas e lisas. O barbatimdo favoreceu o processo de
fibroplasia, porém houve a presenca de exsudato serofibrinoso e abundante
deposicao de fibrina com a formacéo de crostas secas, espessas e irregulares.
Segundo os autores, este efeito foi proveniente do efeito adstringente do
fitoterapico. Os autores relatam que no grupo tratado com confrey foi
observado a presenca de microabscessos, sendo a cicatrizacdo neste grupo
inferior ao tratamento do grupo controle. Ribas et al. (2005) avaliaram a
utilizacdo do Triticum vulgare (Trigo), na apresentacdo comercial Bandvet®
creme, Aloe vera (Babosa) e a solucdo de nitrofurazona 0,02% em feridas
cutaneas em equinos e observaram que as feridas tratadas com o Bandvet®
creme apresentaram um processo de cicatrizacdo mais acelerado em
comparacao aos demais tratamentos. Souza et. al (2006) avaliaram a utilizacao
do Triticum vulgare (Trigo) em feridas cutaneas em equinos, onde relatam a
eficiéncia do fitoterapico em acelerar a cicatrizacdo ao estimular a
neovascularizacdo, a multiplicacéo de fibroblastos e a producao de colageno.

Oliveira Junior et. al (2012) avaliaram o uso topico do Oleo de Helianthus
annus (Girassol) em feridas induzidas no dorso e na face dorso-lateral dos
metacarpianos de equinos higidos e relataram a eficiéncia do tratamento
testado com maior nimero de células polimorfonucleares, maior angiogénese e
um maior alinhamento das fibras colagenas. O grau de contracdo das feridas
também foi acelerado com a utilizacdo do 6leo de girassol, onde os referidos
autores reportam valores de 90,78% para as feridas lombares tratadas e de
79,27% para as feridas controle; para as feridas na regido metacarpiana, o
grau de contracdo foi de 47,63% para as feridas tratadas, frente a um grau de
contracao de 30,21% para as feridas controle.

Coelho et al. (2012) reportam um caso clinico de um equino
apresentando um ferida extensa na regido dorsal do metatarso esquerdo onde
0 6leo de girassol (Helianthus annus) foi utilizado como tratamento. Neste
relato de caso, os autores destacaram os resultados satisfatérios no uso do
referido 6leo no processo cicatricial no qual ainda foi possivel observar que nao

houve formacé&o de tecido de granulacao exuberante.
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2.3. Andiroba

A andiroba (Carapa guianensisAublet.) foi descrita pela primeira vez em
1775 na Guiana Francesa pelo botanico francés Jean-Baptiste Christopher
Fuseé Aublet (MENEZES, 2005).

Segundo Steffen (2011), € uma arvore alta de folhas alongadas e com
pequenas flores brancas, sendo encontrada desde o Paraguai até a América
Central. Na regido amazénica é conhecida como rainha da floresta e é
encontrada em solos Umidos de toda a regido, especialmente Amapé, Acre e
Para. Seu tronco pode chegar a 1,20 m de diametro de sua madeira € uma das
melhores para uso em constru¢do. H& muitos séculos, suas sementes sédo
usadas no tratamento picadas de cobras, escorpides, abelhas e aranhas.

A andiroba é uma planta de grande importancia no estado do Amazonas,
sendo sua madeira utilizada na fabricacdo de méveis e construcao civil e suas
sementes utilizadas para a extracdo do 6leo (MENDONCA e FERRAZ, 2007).

O ¢6leo de andiroba é obtido das sementes que caem, sem que as
arvores sejam derrubadas, necessitando de pouco investimento, n&o
promovendo uma acdo destrutiva na floresta; assim, garante retorno
econdmico a populacédo local pela venda do 6leo e seus subprodutos, tais
como sabonetes e velas (MENDONCA e FERRAZ, 2007). As sementes sao
recolhidas, fervidas e armazenadas até a casca apodrecer. Entdo, séo
prensadas para extracdo do Oleo. O 6leo de andiroba tem alta viscosidade e é
rico em estearina e outros acidos graxos insaturados, principalmente palmitico,
estearico, oléico, linoléico e behénico. Além disso, possui substancias como
triterpenos que tem acao antiinflamatéria (MASE, 2011).

Na medicina popular, esse 6leo € indicado para dores musculares,
tumores, distensdo muscular e micoses devido aos seus efeitos
antiinflamatérios (MULTIVEGETAL, 2001). Na literatura, seus usos ainda
incluem aplicacdo ao redor das feridas e escoriacdes, 6leo de massagem e
repelente de insetos e 0 uso tépico em varios tipos de lesdes cutaneas, tais
como a psoriase (NAYAK et al., 2011).

Diversos pesquisadores tém estudado o potencial da andiroba, dentre
eles podemos citar algumas. Freire et al. (2006) avaliaram a eficacia da

andiroba contra insetos em colénias de Meliponideos, demonstrando
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resultados positivos ao promover agao repelente com a inibicdo da posturas de
ovos e a presenca de infestacdo de forideos adultos em colméias. Farias et al.
(2007) avaliaram o potencial acaricida do 6leo de andiroba em diferentes
diluicdes (100%, 50%, 30%, 25% e 10%) e descreveram eficacia de 100%, com
mortalidade de fémeas ingurgitadas e reducao na postura do Anocentor nitens
e Rhipicephalus sanguineus. Teixeira et al. (2012) utilizaram o 6leo de andiroba
em camundongos com sépsis intestinal e observaram que os animais tratados
tiveram uma sobrevida menor que os demais.

Também podemos citar pesquisadores que estudaram os efeitos da
andiroba no tratamento de feridas. Brito et al. (2001) pesquisaram os efeitos da
aplicacdo do 6leo de andiroba in natura em feridas cutaneas em ratos.
Segundo os autores, apesar da confirmacdo dos efeitos antiinflamatorios, a
aplicacdo do mesmo gerou prejuizo no processo de cicatrizacdo com retardo
da contracdo e epitelizacdo das feridas. Pennaforte (2003) avaliaram a
atividade antiinflamatoria e analgésica de oOleos de duas plantas amazoénicas
(copaiba e andiroba) e comprovou que o0 0Oleo de andiroba possui atividade
analgésica, antialérgica e anti-histaminica inibindo a formac&o de edema local.
Penido et al. (2005) induziram pleurisia e edema em membros e orelha de
camundongos das linhagens Swiss e C57/BI10 e comprovaram as
propriedades antiedematosas e analgésicas do 0leo de andiroba e de uma
fracdo derivada do mesmo de tetranortriterpendides. Em 2006, Penido et al.
descreveram os efeitos antiinflamatorios do 6leo de andiroba em camundongos
das linhagens Swiss e C57/BI10 com artrite induzida com zymozan.

Nayak et al. (2011) estudaram os efeitos da aplicacdo topica do extrato
etanoico das folhas de andiroba em feridas cutaneas de ratos. Os referidos
autores comprovaram a eficacia na cicatrizacdo através do aumento da taxa de
contracdo das feridas e maior resisténcia cutanea, recomendando mais
pesquisas para a determinacdo do ingrediente ativo da andiroba responsavel
por esses efeitos benéficos. Sant’ Ana (2012) avaliou os efeitos do 6leo de
andiroba puro e ozonizado em feridas cutaneas induzidas em ratos da
linhagem Wistar e observou que todas as feridas apresentaram reducao
significativa na area da ferida (p < 0,001), sem diferenca estatistica (p > 0,05)
entre os tratamentos. Segundo a pesquisa, o grau de contracdo da ferida no

grupo controle (NaCl 0,9%) foi de 93,91%, nas feridas do grupo tratado com
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0leo de andiroba (GA) foi de 94,77% e nas feridas tratadas com oOleo de
andiroba ozonizado (GAO) foi de 86,85%. A avaliagdo histoldgica evidenciou

maior tecido de granulagdo no GAO e neoformacao conjuntiva nos GC e GA.

2.4. Oxigénio/ozonioterapia

O ozobnio € um gés formado na forma de tri atbmica de oxigénio (SILVA
et al. 2008). Se forma através da transformacdo do oxigénio em descargas
elétricas, onde ocorre a ruptura de moléculas de oxigénio e os atomos
separados se combinam com outras moléculas de oxigénio (SILVA et al. 2008).
Segundo Franken (2005), ele esta presente a cerca de 10 a 50 km da
superficie terrestre onde forma uma camada protetora e € formado
naturalmente na presenca de radiacdo ultravioleta (HOLMES, 2011). Segundo
Kunz et al. (1999), para a producéo artificial deste gas € necessario um gerador
medicinal, que produz uma carga elétrica de 15000 volts que é aplicado ao
oxigénio medicinal, ocorrendo a producdo do o0zb6nio pela conjugacdo de
moléculas livres de oxigénio a um atomo do mesmo gas.

O o0zbnio medicinal € um composto gasoso formado por 95% de oxigénio
e 5% de o0zb6nio (BOCCI, 2006). Segundo Sanchez (1993), o ozdnio pode ser
utilizado veiculado em 0leo ou agua, sendo indicado para o tratamento de
doencas infecciosas, vasculares e isquémicas, ortopédicas, dermatoldgicas,
pulmonares, renais, hematolégicas, neurodegenerativas e auto-imunes.

Outra indicacéo da utilizacdo do oz6nio é o tratamento de feridas, pois
possui acéo bactericida e bacteriostatica e promove a proliferacdo do tecido de
granulacao, tanto nas lesbes agudas quanto nas cronicas (CANDIDO, 2001).
Segundo Souza et al. (2010), bactérias, esporos e virus sdo inativados em
poucos minutos apds a exposicao ao 0zonio.

A terapia de ozbnio é reconhecida pelo sistema de saude de muitos
paises, como a Alemanha, Franca, Italia, Rassia, Australia, Suica, Poldnia,
Ucrania, Egito, Grécia, Cuba, e em 15 estados dos Estados Unidos. Pesquisas
revelam que séo realizados mais de 10 milhdes de tratamento com 0z6nio em
todo o mundo e que nos paises que 0 seu uso é reconhecido houve reducédo do
uso de antibidticos e analgésicos (BOCCI, 2011).

No Brasil, a oxigénio/ozonioterapia comecou a ser praticada a partir de

1975 e na década de 1980, atraiu o interesse de algumas universidades. A
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partir de 2000, os estudos ganharam mais volume e, em 2004, apo6s a Primeira
Conferéncia Internacional sobre Uso Medicinal do Ozbnio, algumas
universidades de Sao Paulo iniciaram pesquisas envolvendo animais de
experimentacdo. Em abril de 2006, em Belo Horizonte, especialistas de varios
paises realizaram 0 primeiro congresso internacional de
Oxigénio/ozonioterapia, onde além de atualizar informacdes, os médicos
brasileiros aproveitaram para lancar as bases da ABOZ (Associagéo Brasileira
de Oxigénio/ozonioterapia) (ABOZ, 2011).

As pesquisas realizadas com a oxigénio/ozonioterapia abrangem
diversas areas da saude. Haddad et al. (2009) avaliaram as alteracfes
promovidas pela oxigénio/ozonioterapia nos constituintes bioquimicos
sanguineos, como a glicose, o fibrinogénio, a creatina fosfoquinase e a gama-
glutamiltransferase em equinos e reportaram a manutencdo dos valores
normais para a maioria dos componentes testados, porém descrevem uma
diminuicdo nos valores de glicose e gama-glutamiltransferase e aumento nos
valores de fibrinogénio. Alves et al. (2004) avaliaram os efeitos da utilizacdo da
oxigénio/ozonioterapia em equinos apresentando quadros de abdémen agudo
associados a injuria de reperfusdo no jejuno e recomendaram a utilizacéo desta
terapia em animais acometidos por estas afec¢des. Semelhantemente, Souza
et al. (2010) sugeriram que o0 uso intra-abdominal da ozonioterapia teve um
possivel efeito benéfico atenuando a resposta inflamatoéria e a lesédo pulmonar
aguda resultante de infeccdo intra-abdominal em ratos, apesar de né&o
observarem melhora nas taxas de sobrevivéncia. Em bovinos, Pereira e Garcia
(2006) pesquisaram a eficiéncia do gas no tratamento de mastite subclinica
relatando uma reducédo da contagem de células soméaticas (CCS) e nos indices
de CMT (California Mastitis Test).

No tratamento de feridas podemos citar também trabalhos que avaliaram
a utilizacdo da oxigénio/ozonioterapia em diversas espécies. Gordillo et al.
(2008) citaram gue o uso da oxigénioterapia auxilia no processo de cicatrizacao
de ferias crbénicas de pacientes diabéticos ou com doenca arterial periférica ao
mobilizar células progenitoras endoteliais derivadas da medula d&ssea.
Entretanto, os mesmos autores ressaltam o risco de toxicidade em casos
especificos. Esse uso topico do oxigénio seria ainda mais importante no
tratamento de feridas distais em membros (GORDILLO e SEN, 2009). Garcia et
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al. (2008) relataram a eficiéncia da utilizacdo da terapia com oz6nio associado
ao 6leo de girassol no tratamento de feridas cutaneas em equinos.

Os efeitos terapéuticos da aplicacdo topica de 6leos ozonizados na
cicatrizacdo cutanea foram estudados por Kim et al. (2009) em porquinhos da
india. Os autores concluiram que o grupo tratado com 6leo de oliva ozonizado
apresentava um tamanho de ferida significativamente menor e uma area
residual de ferida também menor do que o grupo tratado com 6leo de oliva
pura, além de uma maior presenca de fibras colagenas e um maior numero de
fibroblastos no 7° dia. Esses autores observaram uma maior ativagdo na
expressdo de fator de crescimento plaquetario, fator de transformacdo de
crescimento e fator de crescimento endotelial vascular no grupo ozonizado no
dia 7 demonstrando que a presenca do 0zonio pode acelerar o reparo cutaneo.

Sant’ Ana (2012) avaliou os efeitos do oOleo de andiroba puro e
ozonizado no tratamento de feridas cutaneas induzidas experimentalmente na
regido dorsal de ratos Wistar e observou que todas as feridas apresentaram
reducéo significativa na area da ferida (p < 0,001), sem diferenca significativa
(p > 0,05) entre os tratamentos. Segundo a pesquisa, 0 maior grau de
contracao da ferida foi observado para o grupo tratado somente com o Oleo de
andiroba. As feridas tratadas com 6leo de andiroba ozonizada tiveram menor

grau de contracao.

3. OBJETIVOS

Considerando-se a particularidade da espécie equina em relacdo ao seu
processo de cicatrizagdo e as novas possibilidades terapéuticas que
representam o Oleo de andiroba e a oxigénio/ ozonioterapia, 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do uso tépico de 6leo de andiroba
(Carapa guianensis Aublet.), puro e ozonizado, no processo de cicatrizacao de

feridas experimentalmente induzidas na regido lombar de equinos higidos.
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ABSTRACT.- Araujo A.L., TeixeiraF.A., Souza V.R.C., Coelho C.S. 2013. [Effects of
topical application of pure and ozonized andiroba oil on experimentally induced
wounds in horses.] Efeitos do uso topico do 6leo de andiroba puro e ozonizado em
feridas cutdneas experimentalmente induzidas em equinos. Pesquisa Veterinaria
Brasileira 00(0):00-00. Programa de Mestrado em Ciéncia Animal, Universidade Vila
Velha, Rua Comissario José Dantas de Melo 21, Vila Velha, ES 29102-770, Brazil. E-
mail: clarisse.coelho@uvv.br

The aim of this study was to evaluate clinical and histopathological aspects of
topical application of pure and ozonized andiroba oil (Carapa guianensis Aublet.) on
the healing process of experimentally induced wounds in lumbar area of healthy horses.
Five adult horses were used. Eight 6.25-cm? wounds were surgically produced on each
horse, being four wounds cranial to the sacrum on each side of the lumbar region.
Experimental lesions were treated daily with saline solution (control group; GC),
ozonized saline solution (ozone group; GO), pure andiroba oil (GAP) and ozonized
andiroba oil (GAO). Macroscopic and histopathological analyses were performed at 3,
7, 14 and 21 days after surgery. On three animals, the left size was used for macroscopic
observations and area mensuration and the right side was used for histopathological
analysis. On the other two animals, the evaluations were changed. Complete healing
time for all wounds was recorded. A wound contraction of 67.75%, 65.26%, 67.91%
and 69.84%, was observed, respectively, on the groups GC, GO, GAP and GAO. It was
possible to conclude that the ozonized andiroba oil had higher benefic effects on the
healing process because it leaded to epitlhelization, already on the 14™ day. Also, it was
possible to observe the analgesic effects of andiroba oil.
INDEX-TERMS: Andiroba, healing process, equines, wounds, o0zone therapy.
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RESUMO.- O objetivo do presente estudo foi avaliar os aspectos clinicos e
histopatolégicos da aplicacdo topica do 6leo de andiroba (Carapa guianensis Aublet.),
puro e ozonizado, sobre o processo de cicatrizagdo de feridas cutaneas
experimentalmente induzidas em equinos. Cinco equinos adultos foram usados. Oito
feridas de 6,25-cm? foram cirurgicamente induzidas em cada animal, sendo quarto de
cada lado da regido lombar, craniais ao sacro. As lesdes experimentais foram tratadas
diariamente com solucéo salina (grupo controle; GC), solugéo salina ozonizada (grupo
0zbnio; GO), 6leo de andiroba puro (GAP) e 6leo de andiroba ozonizado (GAO).
Avaliacbes macroscépicas e histopatoldgicas foram realizadas nos dias 3, 7, 14 e 21
ap6s o procedimento cirdrgico. Em trés animais, o lado esquerdo foi usado para
observacdes macroscopicas e mensuracdo de area e o lado direito para avaliacdo
histopatoldgica. Nos outros dois animais, as avaliacGes foram invertidas. O tempo para
a completa cicatrizacdo das feridas foi registrado. Foi observado um grau de contracdo
de feridas de, respectivamente, 67,75%, 65,26%, 67,91% e 69,84%, para os grupos GC,
GO, GAP e GAO, sem diferenca significativa entre os mesmos. Foi possivel concluir a
partir das analises macroscépica e histopatoldgica que o éleo de andiroba ozonizado
teve maior efeito benéfico ao proporcionar uma epitelizagcdo mais precoce, ja sendo essa
detectada aos 14 dias. Alem disso, foi possivel comprovar o efeito analgésico do 6leo de
andiroba. N

TERMOS DE |INDEXACAO: Andiroba, cicatrizacdo, equinos, feridas,
oxigénio/ozonioterapia.

INTRODUCAO

O processo de cicatrizacdo € alvo de interesse clinico, cientifico e econémico
(Hussni 2004, Paganela et al. 2009), principalmente na espécie equina, na qual a
cicatrizacdo cutanea tende a ocorrer de forma diferenciada com tendéncia a formacéo de
tecido de granulacdo exuberante, prejudicando assim a funcdo do animal (Stashak
1994). Segundo Paganela et al. (2009), as afeccGes cutaneas representam 37% dos casos
de equinos atendidos no Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal de
Pelotas/RS, sendo que 63% dessas lesbes oscilavam entre laceragcGes, perfuracdes,
incisdes e contusdes e 0s 37% restantes eram neoplasias, dermatites e proliferacdo de
tecido de granulacdo exuberante.

Segundo White (1995), diversas preparacdes topicas sdo utilizadas nas feridas
cutaneas em equinos; muitas sdo ineficientes ou até mesmo prejudiciais a cicatrizacéo,
por serem irritantes ou estimularem a formacdo de tecido de granulacdo exuberante,
sendo possivel destacar algumas citacdes.

Souza et al. (2006) estudaram a aplicacdo de creme a base de Triticum vulgare na
cicatrizacdo de feridas cutdneas experimentalmente induzidas e observaram
intensificacdo da migracdo de células reparadoras ao local, multiplicacdo de fibroblastos
e maior producdo de colageno, com melhor alinhamento desses, nas feridas tratadas.

Martins et al. (2003) compararam 0 uso de barbatimdo, caléndula e confrey na
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cicatrizacdo de pele e, apesar de ndo haver diferencas significativas entre as areas das
feridas, as observagdes macroscdpicas, histopatologicas e a retragdo centripeta da lesdo
revelaram que o barbatimao teve efeito benéfico, seguido pela caléndula. Coelho et al.
(2012) descreveram a recuperacdo de uma potra de 18 meses de idade com uma lesdo
grave na superficie dorsal do metatarso esquerdo tratado com Oleo de girassol
(Helianthus annus). Oliveira Jr. et al. (2012) avaliaram a utilizagcdo do dleo de girassol
(Helianthus annus) em feridas cutaneas experimentalmente induzidas e descreveram o
excelente processo de cicatrizaghio com um maior numero de celulas
polimorfonucleares, maior angiogénese e um maior alinhamento das fibras colagenas no
grupo tratado, além de um grau de contracdo de 90,78% para as feridas lombares
tratadas e de 79,27% para as feridas controle, ja para as feridas na regido metacarpiana,
0 grau de contracdo foi de 47,63% para as feridas tratadas, frente a um grau de
contracdo de 30,21% para as feridas controle.

Dentre as possiveis alternativas terapéuticas destacam-se o uso de 6leos vegetais
e, mais recentemente, oxigénio/ozonioterapia, que podem ser usados como protocolo
principal ou como complemento terapéutico.

Sé&o varios os estudos realizados com o objetivo de comprovar a eficacia de 6leos
de origem vegetal e fitoterapicos na cicatrizacdo de feridas em humanos e diversas
espécies animais, sendo possivel destacar as pesquisas com 0leo de copaiba (Eurides &
Mazzanti 1995, Possa et al. 2007), papaina (Sanchez Neto et al. 1993), acUcar (Prata et
al. 1988), barbatimédo (Eurides et al. 1996), maracuja (Garros et al. 2006), aloe vera,
confrey, eucalipto, jojoba, propolis (Stashak et al. 2004) e o 6leo de girassol (Marques
et al. 2004, Rocha et al. 2004).

A andiroba (Carapa guianensis Aublet.) € uma arvore alta de folhas alongadas e
com pequenas flores brancas (Steffen 2011), descrita pela primeira vez em 1775 na
Guiana Francesa pelo botanico francés Jean-Baptiste Christopher Fuseé Aublet
(Menezes 2005). Diversas sdo as pesquisa realizadas com o 6leo de andiroba com
intuito de comprovar suas qualidades como repelente de insetos (Freire et al. 2006), no
controle de acaros (Farias et al. 2006) e no combate da sépsis intestinal (Teixeira et al.
2012)

Brito et al. (2001) pesquisaram os efeitos da aplicacdo do 6leo de andiroba in
natura em feridas cutdneas em ratos. Segundo o0s autores, apesar dos efeitos
antiinflamatorios, a aplicacdo do mesmo gerou prejuizo no processo de cicatriza¢do com

retardo da contracdo e epitelizacdo das feridas. Pennaforte (2003) avaliou a atividade
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antiinflamatoria e analgésica de 6leos de duas plantas amazdnicas (copaiba e andiroba)
e comprovou que o Oleo de andiroba possui atividade analgésica, antialérgica e anti-
histaminica inibindo a formagdo de edema local. Penido et al. (2005) induziram
pleurisia e edema em membros e orelha de camundongos das linhagens Swiss e
C57/BI10 e comprovaram as propriedades antiedematosas e analgésicas do Oleo de
andiroba e de uma fragdo derivada do mesmo, rica em tetranortriterpendides. Em 2006,
Penido et al. comprovaram os efeitos antiinflamatorios do 6leo de andiroba em
camundongos das linhagens Swiss e C57/BI10 com artrite induzida com zymozan.

Considerado um oxidante muito poderoso, com potencial redox de 2,07 (Holmes
2011), o ozbnio é um gas formado na forma tri atbmica de oxigénio obtido pela
transformacdo do mesmo através de descargas elétricas (Silva et al. 2008). O ozbnio
medicinal é uma mistura gasosa com 5% de 0zbnio e 95% de oxigénio. Suas principais
indicacbes sdo em doencas infecciosas, vasculares e isquémicas, ortopédicas,
dermatoldgicas, pulmonares, renais, hematologicas, neurodegenerativas e auto-imunes,
de modo isolado ou complementar, sendo veiculado em 6leo ou &gua (Sanchez 2008,
Travagli et al. 2010). Tambem ¢ indicado no tratamento de feridas por ser oxidante, pela
acdo bactericida e bacteriostatica e por promover a formacao de tecido de granulacéo
(Candido 2006).

Os efeitos terapéuticos da aplicacdo topica de ozdnio na cicatrizacdo cutanea
foram estudados por Kim et al. (2009) em porquinhos da india. Os autores concluiram
que o grupo tratado com Oleo de oliva ozonizado apresentava um tamanho de ferida
significativamente menor e uma area residual de ferida também menor do que o grupo
tratado com 0leo de oliva pura, além de uma maior presenca de fibras colagenas e um
maior numero de fibroblastos no 7° dia. Esses autores observaram uma maior ativagao
na expressao de fator de crescimento plaquetario, fator de transformacéo de crescimento
e fator de crescimento endotelial vascular no grupo ozonizado no dia 7 demonstrando
que a presenca do 0zonio pode acelerar o reparo cutaneo. Semelhantemente, Valacchi et
al. (2010) avaliaram a eficiéncia do 6leo de sésamo e do Gleo de sésamo ozonizado em
trés concentracdes diferentes. Segundo o referido autor, o Oleo ozonizado na
concentracdo de 1631+64 mEq/1000 foi capaz de acelerar o processo de cicatrizagdo na
fase inicial.

Sant’ Ana (2012) avaliou os efeitos do 6leo de andiroba puro e ozonizado no
tratamento de feridas cutaneas experimentais na regido dorsal de ratos Wistar e

observou que todas as feridas apresentaram reducdo significativa na area da ferida (p <

28



0,001), sem diferenca estatistica (p > 0,05) entre os tratamentos. Segundo a pesquisa, 0
grau de contragéo da ferida no grupo controle (NaCl 0,9%) foi de 93,91%, nas feridas
do grupo tratado com 6leo de andiroba (GA) foi de 94,77% e nas feridas tratadas com
6leo de andiroba ozonizado (GAO) foi de 86,85%. A avaliacdo histoldgica evidenciou
maior tecido de granulagdo no GAO e neoformagdo conjuntiva nos GC e GA. Garcia et
al. (2008) relataram a formacdo de abundante quantidade de tecido regenerado na
periferia da lesdo original, reducdo da &rea da ferida e auséncia de crostas e o
crescimento de pelos no tecido neoformado, mostrando a eficiéncia da utilizacdo da
terapia com 0z06nio associado ao dleo de girassol no tratamento de feridas cutaneas em
trés equinos atendidos na rotina do hospital veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia.

Considerando-se a particularidade da espécie equina em relacdo ao seu processo
de cicatrizacdo e as novas possibilidades terapéuticas que representam o Oleo de
andiroba e a oxigénio/ozonioterapia, 0 presente trabalho teve como objetivo avaliar os
efeitos do uso tépico de 6leo de andiroba (Carapa guianensis Aublet.) puro e ozonizado
sobre o0 processo de cicatrizacdo de feridas experimentalmente induzidas na regido

lombar de equinos higidos.

MATERIAL E METODOS
O presente projeto de pesquisa teve aprovacdo da Comissio de Etica, Bioética e Bem-
estar Animal (CEUA - UVV-ES), sendo registrado sob o numero 216/2012. Cinco
animais, da espécie equina, higidos, sem raca definida, foram usados no experimento.
Os animais pesavam entre 160 e 380 kg (278+79,5kg), com idade entre trés e 13 anos
(8,4%3,6 anos). Os animais utilizados foram considerados aptos ap0s exame minucioso
envolvendo a avaliacdo clinica (sem dermatopatias) e hemograma. Os equinos foram
mantidos estabulados no Centro Capixaba de Hipismo - CCH, na cidade de Serra,
Espirito Santo, onde passaram por um periodo de duas semanas de adaptacdo. Cada
equino foi vermifugado (ivermectina 200 ug/kg PV, via oral), vacinado contra
influenza, tétano e encefalomielite (Vencofarma) e os dentes grosados para remocdo de
pontas dentérias. A alimentacdo dos animais baseou-se no relato de Ralston (1988) e os
mesmos foram alimentados com feno (Cynodon dactylon) e sal mineral ad libitum e
racdo comercial a 1% do peso corporal (12% de proteina) sendo mantidos em baias

individuais entre os periodos de avaliacdo. A dgua também foi fornecida ad libitum.

29



A solucdo isotdnica ozonizada (usada no grupo o0zonio; GO) e o dleo de
andiroba ozonizado (GAQO) foram produzidas por meio de um gerador de 0zOnio
(Ozone&Life® modelo 0&L 3.0 RM). O equipamento possui um regulador de fluxo de
oxigénio que permite variagdes do fluxo de 0 a 1,0L/min. Quanto maior o fluxo de
oxigénio menor a concentragdo de ozonio. O oxigénio usado era armazenado em
cilindro de oxigénio medicinal. Trezentos mililitros de solucéo isotonica de cloreto de
sodio (NaCl 0,9%) foram colocados em uma proveta de vidro graduada (1000 mL), com
um fluxo 0,3L/mL de oxigénio, concentracdo 25mg e dosador 9 por um periodo de
tempo de 02h30min e, através do borbulhamento, foi obtido a solugdo de NaCl a 0,9%,
com 1.125 mg ou de massa de 0z6nio. Apds o preparo, a solucdo foi distribuida em
frascos &mbar de 50 ml, os frascos foram lacrados e armazenados em geladeira a 4°C. O
mesmo procedimento foi repetido no preparo do 6leo de andiroba ozonizado. Ambas as
solucdes, além do Oleo de andiroba puro, foram encaminhadas ao Laboratorio de
Produtos Naturais na UVV-ES para analises de indice de peroxido, saponizacéo e indice
de iodo.

Os equinos foram submetidos a jejum alimentar de 12 horas, com livre acesso a
agua. Com o equino em tronco de contencdo, a sedacdo foi feita usando xilazina 10% (1
mg/kg, 1V) e foi feita anestesia local usando lidocaina 2% sem vasoconstritor (bloqueio
em U invertido) em ambos os lados. Apos tricotomia e antissepsia do campo operatdrio
usando solucdo de iodo-povidona 5% e alcool a 70%, foram feitas quatro feridas
cutaneas de 6,25 cm? cada (2,5x2,5 cm), craniais ao sacro, em cada lado da regi&o
lombar (ventral a L1-L6), com auxilio de bisturi nidmero 22, em cada equino,
totalizando 8 feridas / animal. A excisdo abrangeu a pele e tecido subcutaneo. Apds a
cirurgia, cada equino foi medicado com fenilbutazona (4,4 mg/kg, 1V) a cada 24 horas
por trés dias para controlar edema e dor.

O inicio do tratamento ocorreu 12 horas ap6s a inducéo cirargica das lesdes e foi
mantido diariamente até a cicatrizacao total das feridas, utilizando-se sequencialmente e
bilateralmente no sentido cranio-caudal, para as feridas lombares, 0s seguintes
tratamentos: (1) Solucdo isoténica de cloreto de sodio (NaCl 0,9%) (GC); (2) Solucao
isotdnica de cloreto de sédio ozonizada (GO); (3) Oleo de andiroba puro (GAP); (4)
Oleo de andiroba ozonizada (GAO). Inicialmente foi feita a limpeza das mesmas com
gaze embebida em solucédo isotdnica de cloreto de sddio (NaCl a 0,9%). Em seguida, foi
feita aplicacdo dos tratamentos supracitados com auxilio de gaze nas feridas. De forma

aleatdria, foram alternados o posicionamento dos tratamentos.
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Em trés equinos, as feridas lombares localizadas no lado esquerdo foram
destinadas a avaliacdo macroscopica (observagdo da presenca de edema, hiperemia,
exsudacdo, tecido de granulacéo e crostas), & mensuracdo de area (usando paquimetro
universal marca Vonder®) e ao registro fotogréfico (usando uma camera digital, marca
Sony, modelo Cyber-Shot DSC-H9, 16,2 mega, a uma distancia de cerca de 30 cm para
obtencdo de um bom foco, conforme descrito por Magalhdes et al., 2008). Tais
avaliagcdes foram realizadas nos momentos 0 (logo apds o procedimento cirlrgico) e
apos 3, 7, 14 e 21 dias.

As medidas obtidas na mensuragdo foram usadas para estimar a area das feridas
conforme Prata et al. (1988) e Magalhaes et al. (2008), usando a seguinte equagao:

A =m xR xr, onde A representa a area, R representa o eixo maior € r representa o €ixo
menor.

O grau de contracdo das feridas foi calculado por equacao proposta por Ramsey
et al. (1995):

Percentagem de contragcdo = 100 x (FO — FA) / FO, onde FO representa a area original da
ferida e FA representa a area no momento da avaliacdo, feita com 21 dias.

Nesses mesmos trés equinos, as lesdes lombares do lado direito foram destinadas
a biopsia, realizadas nos momentos 0 (logo ap6s o procedimento cirurgico) e com 3, 7,
14 e 21 dias apos. Para tal, os animais foram sedados usando xilazina 10% (1 mg/kg,
IV) e apos anestesia local usando lidocaina 2% sem vasoconstritor (bloqueio em U
invertido), mantendo o animal em estacgdo, foi feita a tricotomia e antissepsia do campo
operatorio usando solucdo de iodo-povidona 5% e alcool a 70%. A avaliacédo histoldgica
foi feita sem o conhecimento do tratamento que o animal recebia, para evitar a inducao
de resultados (Wendt 2005). O fragmento biopsiado compreendeu os limites da ferida e
tecido integro, usando punch de 6 mm. Apds a retirada, os fragmentos foram imersos
em frascos contendo formol a 10% onde permaneceram por 12 horas e identificados
com o dia da retirada, nimero do animal, sendo encaminhados ao laboratério de
Patologia Veterinaria. As pecas histoldgicas foram processadas e feitos os cortes em
parafina na espessura de 4um com auxilio de um micrétomo (LEICA RM 2125 RT;
Leica Licrosystems). Posteriormente os mesmos foram corados com Hematoxilina
Eosina (HE) sendo observados em microscopia éptica nos aumentos de 100x e 400x
(Olympus DX51, Olympus). Na lamina foram analisados a presenca de células
predominantes na reacdo inflamatoria (infiltrado de células polimorfonucleares - PMN),

formacdo de tecido de granulagdo, neovascularizagéo e fibrose.
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Nos demais equinos, foi feita a inversdo dos lados (lado esquerdo para a
microscopia e lado direito, macroscopia). Essa escolha foi feita de forma aleatoria.

Diariamente, os animais foram submetidos as avalia¢cdes de frequéncias cardiaca
e respiratdria, temperatura retal, tempo de preenchimento capilar, mucosas oral,
oculares e vaginal, em relacédo a sua coloragéo, aspecto e presenca de lesdes, motilidade
intestinal, frequéncia de defecacdo e miccdo, apetite e finalmente avaliagdo da ferida
cirtrgica. Foi feito o registro do periodo para total cicatrizacdo das feridas em todos os
tratamentos.

A andlise dos resultados foi realizada utilizando-se o programa estatistico
computadorizado GraphPad InStat (versdo 3.0). Devido a distribuicdo gaussiana dos
dados registrados, os dados foram avaliados através de testes paramétricos (analise de
variancia — ANOVA) seguido da comparacdo entre médias (teste de Tukey) com nivel
de significancia de 5%. Nessas analises levou-se em consideracdo a influéncia dos

tratamentos sobre o processo de cicatrizacéo.

RESULTADOS

Os equinos foram avaliados diariamente durante todo o periodo do experimento
e ndo demonstraram quaisquer alteracdes na avaliacéo clinica geral.

As analises do 0leo de andiroba puras e ozonizadas estdo representadas no
Quadro 1.

No Quadro 2 estdo apresentados os valores médios e desvios-padrdo das areas
das feridas lombares ao longo do periodo experimental, onde é possivel observar a
reducdo significativa da area da ferida para todos os grupos estudados (p < 0,0001). Na
comparacdo entre 0s momentos para os diferentes tratamentos, houve diferenca
significativa (p = 0,0188) na area das feridas somente no dia 14 da avaliacdo, onde €é
possivel constatar o menor valor de area para as feridas do GAO. Nos demais momentos
ndo houve diferenca significativa (p=0,3124 no dia 3; p=0,0622 para o dia 7; p=0,8543
para o dia 21). O grau de contracdo registrado nas feridas foi de 67,75%, 65,26%,
67,91% e 69,84%, respectivamente, para os grupos GC, GO, GAP e GAO.

Na avaliacdo macroscopica (Figura 1), foi possivel observar que as principais
diferencas entre os grupos foram registradas entre o 7° e 0 14° dia de tratamento, quando
as feridas do GAO apresentaram formacdo de tecido de granulacdo e uma area de
transicdo bem definida, ndo apresentando a formacdo de tecido de granulacdo

exuberante ultrapassando os bordos da ferida e a presenca de exsudato inflamatorio.
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Com 21 dias de tratamento foi possivel observar a quase completa cicatrizacdo das
feridas do GAO.

Outro fato a ser destacado na avaliacdo macroscopica foi que nos grupos em que
foi utilizado o ozonio (GAO e GO) ndo houve o desenvolvimento de tecido de
granulacdo exuberante. Tanto no GC quando no GAP, o tecido de granulacdo
exuberante foi observado a partir do 14° dia de tratamento. Vale ressaltar que em
nenhuma ferida houve tratamento especifico para o tecido de granulagdo exuberante. O
mesmo teve seu crescimento controlado com os protocolos terapéuticos estabelecidos
previamente.

A partir do 3° dia de tratamento, foi detectada a auséncia de dor nas feridas
tratadas com andiroba (GAO e GAP), diferente do que foi observada para as feridas do
GC e GO.

O tempo de cicatrizacdo das feridas foi acompanhado, sendo encontrada uma
pequena diferenca, ndo significativa, entre os tratamentos realizados ocorrendo aos 30
dias para 0 GAO e para 0 GAP, de 32 dias para 0 GO e de 31 dias para o GC.

Na avaliacdo histopatologica (Figura 2), no primeiro dia de avaliacdo (dia 3)
todos os grupos estavam semelhantes, apresentando auséncia de colagenizacdo e
proliferacdo fibroblastica discreta. Pode-se observar moderada proliferacdo vascular,
acentuada presenca de polimorfonucleares (PMN) e discreta visualizagdo de
mononucleares (MN). Diferencas importantes foram notadas a partir do 7° dia de
tratamento quando foi observada proliferacdo fibroblastica, discreta proliferacao
vascular com presenca de infiltrado de polimorfonucleares e mononucleares nas feridas
de GAO, GA e GO quando comparadas com o GC.

No 14° dia de avaliacdo, pode-se observar a maior diferenca entre os grupos
testados. Neste momento, as feridas do GAO apresentavam proliferacdo fibroblastica
moderada, colagenizacdo acentuada e moderada proliferacdo vascular; ainda pode ser
encontrado a presenca de discreto infiltrado polimorfonuclear e mononuclear na ferida e
areas de epitelizacdo. No GAP e GO estes achados foram observados, porém ndo foi
observado areas de epitelizacdo. O GC apresentava condicdo inferior aos demais
grupos, onde além de ndo ser possivel observar area de epitelizacdo, ainda eram
observados proliferacdo fibroblastica discreta, colagenizacdo moderada, proliferacdo
vascular, infiltrado PMN e MN discretos.

A avaliacdo histopatolégica do 21° dia revelou que as feridas do GAO

apresentavam uma epitelizacdo avancada, proliferagdo fibroblastica e colagenizagéo
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acentuada, moderada proliferacdo vascular e presenca de infiltrado PMN e discreta
visualizacdo de MN. No GAP pode ser observado a epitelizagdo avancada, porém uma
moderada proliferacdo fibroblastica, colagenizacdo acentuada e uma moderada
proliferagdo vascular com discreto infiltrado PMN e MN. No GO apresentava uma
moderada epitelizacdo e proliferacdo fibroblastica, porém inferior aos tratamentos GAO
e GAP, com colagenizacdo acentuada e proliferacdo vascular moderada apresentando
discreto infiltrado PMN e MN. O GC apresentava avancos satisfatérios na cicatrizagéo,
porém com uma evolucdo inferior aos demais tratamentos, apresentando epitelizacédo
moderada, proliferacdo fibroblastica e colagenizagdo moderada e acentuada proliferacdo
vascular, com moderado infiltrado PMN e MN.

DISCUSSAO

A escolha do tamanho das feridas foi baseada em trabalhos realizados de forma
semelhante em equinos, como Martins et al. (2003), Souza et al. (2006) e Oliveira Jr. et
al. (2012). A profundidade das lesdes foi semelhante a descrita por Rocha et al. (2004),
Magalhaes et al. (2008) e Oliveira Jr. et al. (2012) e abrangia a pele e tecido subcutaneo,
ndo envolvendo a musculatura adjacente. A area total da ferida foi semelhante ao
apresentado pelos autores supracitados, porém diferiu no formato onde apenas Oliveira
Jr. et al. (2012) realizaram feridas quadradas como no presente experimento e 0s demais
feridas com formato circular. Essa padronizacdo é essencial para a realizacéo de estudos
comparativos de diferentes terapias no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas em
equinos.

Para evitar interferéncia das biopsias na area da ferida, foi destinado um lado do
animal para a avaliagdo macroscopica e outro para a coleta das biopsias como também
protocolado por Martins et al. (2003), Souza et al. (2006) e Oliveira Jr. et al. (2012).

Semelhante ao protocolo feito por Oliveira Jr. et al. (2012) e conforme a
recomendacdo de livros textos sobre clinica e cirurgia em equinos como Turner &
Mcllwraith (2002), foi realizado a administracdo de antiinflamatorio ndo esteroidal
(AINE), fenilbutazona, na dose terapéutica recomendada pela literatura com o objetivo
de minimizar o edema e a reacdo dolorosa no pds operatdrio. Apesar de Hussni et al.
(2010) relatarem que a fenilbutazona retarda o processo de cicatrizacdo por segunda
intencdo, os efeitos antiinflamatorios da mesma influenciaram as feridas controle e
tratamento de forma igual. Um aspecto importante € que mesmo com a administracdo

do AINE, ocorreu reacgdo de sensibilidade dolorosa local nos animais do GO e GC. Esta
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reacdo nao foi observada nos animais do GAO e GAP, nos quais houve o uso do dleo de
andiroba, no terceiro dia de tratamento. Esse achado foi semelhante a descri¢do de
Penido et al. (2005), que justificaram os efeitos analgésicos do 6leo de andiroba devido
ao blogueio de mediadores inflamatorios (bloqueio da geragéo de eicosandides).

O acompanhamento clinico dos animais foi realizado até o fechamento total das
feridas. Esses periodos foram ligeiramente inferiores ao descrito por Souza et al. (2006),
que citaram periodo de 35 dias para as feridas lombares tratadas com Triticum vulgare,
e superiores ao descrito por Martins et al. (2003), que reportaram 21 dias nas feridas
tratadas com barbatiméo e confrey e 26 dias para caléndula, e Oliveira Jr. et al. (2012),
que citaram 21 dias para a cicatrizacdo de feridas lombares usando 6leo de girassol.
Garcia et al. (2008) descreveram periodo de 40 dias para cicatrizacdo de feridas tratadas
com &gua bidestilada ozonizada e ¢leo de girassol ozonizado, porém em seu
experimento as feridas foram induzidas em membros de equinos, local sabidamente de
cicatrizagdo mais complicada e demorada (Oliveira Jr. et al. 2012).

O grau de contracdo das feridas estudadas na presente pesquisa foi ligeiramente
inferior ao resultados descrito por Oliveira Jr. et al. (2012) nas feridas lombares usadas
como controle (com uso de solucdo de NaCl 0,9%) para as quais o valor foi de 79,27%.
Os melhores resultados desse autor foram descritos com o uso do dleo de girassol que
levou a um grau de contracao de 90,78%, bem acima dos valores registrados para todos
0s tratamentos da presente pesquisa. 1sso sugere que o 0leo de girassol, em comparacao
com OGleo de andiroba puro ou ozonizado, promoveria uma aceleracdo no processo de
cicatrizacdo com o desenvolvimento mais rapido do tecido de granulacdo. Segundo
Oliveira Jr. et al. (2012), o 6leo de girassol estimula a resposta inflamatéria por ter em
sua composicéo o acido linoléico, sabido precursor do acido aracdénico. Isso justificaria
a mais rapida formacdo de tecido de granulacdo e epitelizacdo, além da acdo
fibroblastica no tecido de granulacéo.

Semelhante ao encontrado na presente pesquisa, Brito et al. (2001) reportaram
um retardo na cicatrizacdo de feridas com o uso do 6leo de andiroba, apesar de
destacarem seus efeitos antiinflamatéorios. Segundo Penido et al. (2005), a acdo
antiinflamatoria do referido 6leo ¢ atribuida aos limondides, tetranortriterpendides que
promovem a inibicdo do influxo celular e formacdo de edema em ratos. Talvez essa
inibicdo de influxo celular, que ja é lenta em equinos (Wilmink 2004), seja responsavel
pelo atraso no processo de cicatrizagdo observado em ambas as pesquisas. Segundo

Stashak (1994), a presenca de células polimorfonucleares nos primeiros dias de
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cicatrizacdo é essencial, pois elas sdo responsaveis pela fagocitose de microorganismos
e remogéo dos restos celulares facilitando o crescimento do tecido de granulagédo. Em
trabalhos com equinos, Souza et al. (2006) justificaram a redugdo no tempo de
cicatrizagdo das feridas tratadas com Triticum vulgare em decorréncia do elevado
nimero de PMN. A andlise histopatoldgica feita no 3° dia de avaliagdo néo revelou
diferenca entre os grupos estudados, com a presenca de infiltrado de PMN em GO,
GAO e GAP, contradizendo 0 atraso no tempo de cicatrizacao.

Em relacdo a influéncia do uso do ozbnio sobre o grau de contragdo, 0s
resultados apenas sugerem que no grupo tratado com o 6leo de andiroba ozonizado
(GAO) houve maior grau de contracdo (69,84%), apesar das diferencas para 0s demais
grupos ndo terem sido significativas. Isso corrobora com a pesquisa de Kim et al. (2009)
que, em porquinhos da india, observaram uma maior contracdo das feridas, com
consequente reducédo da area residual das feridas, no grupo tratado com 6leo ozonizado
quando comparados aos grupo controle e grupo tratado com 6leo puro, com diferencas
significativas nessas comparagdes. Estudos prévios demonstraram que o 0zoénio inibe a
expressdo de citocinas préinflamatorias, tais como interleucina 1 e fator de necrose
tumoral e respostas adaptativas incluindo a ativacdo da ciclooxigenase 2 nos
queratindcitos (Valacchi et al. 2004). Tendo essa linha de pensamento, era esperado que
nas feridas do GO da presente pesquisa fosse observado um grau de contracdo maior,
porém, apesar de ndo ser significativa a diferenca para os demais grupos estudados,
nesse grupo o grau de contracdo foi o menor, com 65,26%. Vale ressaltar que nesse
grupo o 0zonio foi misturado a solucdo de NaCl 0,9% e, segundo Kim et al. (2009), o
0zOnio mantém seu estagio ativo por um periodo mais longo de tempo quando
misturado aos 6leos e, por isso, 0 6leo de oliva e 0 6leo de girassol tém sido comumente
usados como forma topica para uso do mesmo. Sant’Ana (2012) descreveram um menor
grau de contracdo nas feridas experimentais em ratos tratadas com 6leo de andiroba
ozonizada, ndo observando diferencas significativas entre elas e 0s grupos controle e
6leo puro. Segundo a autora, as diferencas com a literatura podem ser em funcédo das
diferentes concentracbes de o0zbnio usadas, sendo necessario, portanto, que
concentracdes ideais sejam estabelecidas, pois como qualquer outra substancia quimica,
doses insuficientes podem ndo produzir resultados satisfatorios e doses excessivas
podem ser prejudiciais.

Apesar dessa desvantagem com relacdo ao tempo de cicatrizacéo total e grau de

contracao das feridas, € essencial dentro das pesquisas com feridas em equinos uma
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avaliacdo macroscopica e histologica visto que o processo inflamatério na referida
espécie ser diferenciado, com tendéncia a formacédo de tecido de granulacdo exuberante,
que retarda a cicatrizacdo (Oliveira 1992).

Na avaliacio macroscopica nenhum dos tratamentos utilizados neste
experimento provocou irritacdo na area da ferida, diferente da descricdo de Ribas et al.
(2005), que reportaram irritacdo local, hiperemia e edema com a utilizagdo do extrato de
aloe vera e nitrofurazona. Também ndo foram observados formacdo de crostas e
exsudado serofibrinoso em nenhuma das feridas do presente trabalho, fato que foi
descrito por Martins et al. (2003), com a utilizacdo do barbatimdo. A presenca de
hiperemia em todas as feridas avaliadas com trés dias apds a inducdo das feridas foi
similar ao descrito por Ribeiro et al. (2009), que avaliaram em seu experimento a
utilizacdo da ketanserina na cicatrizacdo de feridas induzidas em equinos. Segundo o
referido autor, a presenca de hiperemia, secrecdo, edema ao redor da ferida e
sensibilidade dolorosa s&o achados clinicos comuns e esperados do primeiro ao terceiro
dia, associados ao pico da fase inflamatoria. Diferentemente, na presente pesquisa, ndo
foi observada a formacdo de edema e secrecdo e isso pode ser justificado pelo uso do
antiinflamatério do 1° ao 3° dia no presente trabalho, fato que ndo foi descrito por
Ribeiro et al. (2009).

Um importante fato a ser destacado na avaliacdo macroscopica das feridas, é que
naquelas em que foi feito 0 uso do 0zdnio (GO e GAO), ndo houve o desenvolvimento
de tecido de granulacdo exuberante, o que representa uma informacdo importante
quando se pesquisa novos protocolos terapéuticos para feridas em equinos. Outra
vantagem observada nas feridas do GAO foi 0 aparecimento do tecido de granulacédo de
forma mais precoce do que os demais grupos. Segundo Stashak (1994), o tecido de
granulacdo é importante ao propiciar uma superficie sobre a qual as células epiteliais
migrardo e por conter os fibroblastos responsaveis pela formacgéo de colageno.

A analise histopatologica reforca os achados macroscépicos, com o GAO
apresentando vantagens pelos motivos supracitados segundo Stashak (1994), tais como
presenca de proliferacdo fibroblastica, colagenizacdo e neovascularizagdo no 14° dia de
avaliacdo levando a epitelizacdo em alguns trechos da ferida. Esse autor ainda reforca a
importancia da neovascularizacdo que favorece o processo de cicatrizacdo ao aumentar

0 aporte de nutrientes e de células para o local afetado.
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Os resultados observados em GO foram inferiores a GAP e GAO e tal fato,
conforme citam Kim et al. (2009), poderia ser justificado pela possibilidade do oz6nio

perder parte de suas atividades benéficas quando veiculado a solugdo fisioldgica.

CONCLUSOES
Foi possivel concluir a partir da analise dos resultados que, dentre os protocolos
terapéuticos avaliados o 6leo de andiroba ozonizado apresentou maior efeito benéfico
ao proporcionar uma epitelizacdo mais precoce, detectada aos 14 dias nas avaliacOes
macroscopica e histopatologica, efeito analgésico e menor formacdo de tecido de
granulacdo exuberante. Tais resultados sugerem que o 6leo de andiroba ozonizado pode

ser usado como opcéo terapéutica no tratamento de feridas cutaneas em equinos.
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Quadro 1. indice de acidez, perdxido, saponificacdo e de iodo do 6leo de andiroba
puro e ozonizado usado no tratamento de feridas cutaneas experimentalmente

induzidas em equinos.

Ensaio Oleo de Andiroba Puro Oleo de andiroba Ozonizado
Data 16/12/2011 16/12/2011

indice de acidez * 19,0+0,4 18,7+0,2

indice de peréxido * 3,9+0,0 51,1+5,6

indice de saponificagdo * 30143 269+1,0

indice de iodo * 9,2+0,4 5,810,6

*Valores expressos em /100g, mEqg/Kg, em KOH por g de 6leo.
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Quadro 2. Valores médios e desvios-padrao das areas das feridas lombares

experimentalmente induzidas em equinos tratadas com solucéo salina NaCl 0,9%

(GC), solucao salina ozonizada (GO), 6leo de andiroba puro (GAP) e 6leo de

andiroba ozonizado (GAO).

Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21 p
GC 19,63+0,00°  22,40+3,93® 2511+2,06°  12,12+0,27°¢ 6,33+1,65° <0,0001
GO  19,63+0,00°  21,21+3,17%® 24,09+2,71°  13,44+0,715¢ 6,82+1,37¢ <0,0001
GAP  19,63+0,00°  20,60+3,55® 22,49+2,69°  12,49+1914° 6,30+0,96° <0,0001
GAO 19,63+0,00°  25,05+4,71® 20,82+2,19°  10,14+2,11%*  5,02+2 24¢ <0,0001

* Letras minusculas diferentes na mesma linha denotam diferenca significativa entre as médias

(p < 0,05) obtido pelo teste de Tukey. / Letras maitsculas diferentes na mesma coluna denotam

diferenca significativa entre as médias (p < 0,05) obtido pelo teste de Tukey.
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Figura 1. Registro fotografico das avaliagbes macroscopicas das feridas cutaneas
lombares experimentalmente induzidas em equinos tratadas com dleo de andiroba
ozonizada (GAO) — A, com 6leo de andiroba puro (GAP) — B e com solucdo salina
ozonizada (GO) — C e das feridas controle (GC) — D, nos momentos 1 (dia 3); 2 (dia 7),
3 (dia 14) e 4 (dia 21). Destaca-se a presenca de tecido de granulacdo em GAP (B) e GC
(D) no momento 3 e 0 processo de cicatrizagdo avancada em GAO (A) no momento 4,

com 21 dias.
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Figura 2. Imagens fotograficas dos cortes histopatoldgicos das feridas cutaneas
lombares experimentalmente induzidas em equinos tratadas com dleo de andiroba
ozonizada (GAO) — A, com 6leo de andiroba puro (GAP) — B e com solucdo salina
ozonizada (GO) — C e das feridas controle (GC) — D, nos momentos 1 (dia 3); 2 (dia 7),
3 (dia 14) e 4 (dia 21). Destaca-se no GAO, momento 3 (A3) pode ser observado areas
de epitelizacdo completa (seta vermelha) e proliferacdo fibroblastica moderada (seta
verde). No GAP, no momento 2 (B2), pode ser observado epitelizagdo incompleta (seta
vermelha). No GO, momento 2 (C2), pode ser observado epitelizagdo incompleta (seta
verde), presenca de fibrina (seta amarela) e proliferacdo fibroblastica moderada (seta
vermelha). No GC, momento 4 (D4), pode ser observado epitelizacdo incompleta (seta
vermelha). (Objetiva de 10X).
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APENDICES

Apéndice A: Avaliagdo clinica do Equino 1 nos momentos antes e com 3, 7, 14 e 21

dias depois a indugéo experimental de feridas na regido lombar.

Dia0 Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 21
Frequéncia cardiaca (bpm) 44 36 39 28 28
Frequiéncia respiratéria (mpm) 16 22 16 12 20
Temperatura corporea (°C) 37,8 37,6 38,3 37,3 37,4
Tempo de preenchimento 3 2 2 2 2
capilar (segundos)
Coloracéo de mucosas Rdseas Rdseas Roseas Rdseas Rdseas
Motilidade intestinal Presente Presente Presente Presente Presente
Apetite Presente Presente Presente Presente Presente
Defecacgéo / micgéo Presente Presente Presente Presente Presente
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Apéndice B: Avaliacdo clinica do Equino 2 nos momentos antes e com 3, 7, 14 e 21

dias depois a indugéo experimental de feridas na regido lombar.

Dia0 Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 21
Frequéncia cardiaca (bpm) 42 36 37 36 24
Frequiéncia respiratéria (mpm) 22 18 20 20 20
Temperatura corporea (°C) 37,3 37,8 37,6 37,4 37,3
Tempo de preenchimento 2 2 2 2 2
capilar (segundos)
Coloracao de mucosas Réseas Réseas Réseas Rdseas Rdseas
Motilidade intestinal Presente Presente Presente Presente Presente
Apetite Presente Presente Presente Presente Presente
Defecacgéo / micgéo Presente Presente Presente Presente Presente
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Apéndice C: Avaliagdo clinica do Equino 3 nos momentos antes e com 3, 7, 14 e 21

dias depois a indugéo experimental de feridas na regido lombar.

Dia0 Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 21
Frequéncia cardiaca (bpm) 36 44 41 32 24
Frequéncia respiratoria (mpm) 24 23 26 20 20
Temperatura corporea (°C) 37,7 38,2 39,5 37,8 37,5
Tempo de preenchimento 2 2 2 2 2
capilar (segundos)
Coloracao de mucosas Réseas Réseas Réseas Rdseas Rdseas
Motilidade intestinal Presente Presente Presente Presente Presente
Apetite Presente Presente Presente Presente Presente
Defecacgéo / micgéo Presente Presente Presente Presente Presente
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Apéndice D: Avaliagdo clinica do Equino 4 nos momentos antes e com 3, 7, 14 e 21

dias depois a indugéo experimental de feridas na regido lombar.

Dia0 Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 21
Frequéncia cardiaca (bpm) 42 36 44 36 40
Frequéncia respiratoria (mpm) 24 20 23 20 20
Temperatura corporea (°C) 37,7 38,4 38,6 37,4 37,1
Tempo de preenchimento 2 2 2 2 2
capilar (segundos)
Coloracao de mucosas Réseas Réseas Réseas Rdseas Rdseas
Motilidade intestinal Presente Presente Presente Presente Presente
Apetite Presente Presente Presente Presente Presente
Defecacgéo / micgéo Presente Presente Presente Presente Presente
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Apéndice E: Avaliacdo clinica do Equino 5 nos momentos antes e com 3, 7, 14 e 21

dias depois a indugéo experimental de feridas na regido lombar.

Dia0 Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 21
Frequéncia cardiaca (bpm) 48 48 48 40 44
Frequéncia respiratoria (mpm) 22 16 17 20 23
Temperatura corporea (°C) 38,7 38,9 38,1 38,1 38,1
Tempo de preenchimento 2 2 2 2 2
capilar (segundos)
Coloracao de mucosas Réseas Réseas Réseas Rdseas Rdseas
Motilidade intestinal Presente Presente Presente Presente Presente
Apetite Presente Presente Presente Presente Presente
Defecacgéo / micgéo Presente Presente Presente Presente Presente
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Apéndice F: Awvaliacdo hematoldgica e bioquimica dos equinos utilizados no

experimento no momento de selecdo dos animais.

Equino 1 Equino 2 Equino 3 Equino 4 Equino 5
Hemaécias 7,39 7,7 8,27 7,11 7,46
HB 14,3 14,6 15,5 13,7 14,4
HT% 38,4 39,8 39,5 32,7 37,9
LEUCOCITOS 8500 8700 9000 11500 11900
NEUTROFILOS 72 76 64 72 66
LINFOCITOS 25 21 34 19 33
EOSINOFILOS 2 0 0 1 0
BASOFILOS 0 0 0 0 0
MONOCITOS 1 3 2 8 1
PLAQUETAS 191,000 119,000 174,000 147,000 149,000
PROT. PLAS. 7,4 7,2 7 7,2 7,6
FIBRINOGENIO 200 400 300 200 200
AST 228 198 250 252 203
CK 192 178 125 135 200
CRETININA 1,65 1,58 1,49 1,75 1,178
UREIA 42,5 46,2 44.8 50 47,8
GGT 5,2 5 3,8 4,9 5
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