Ciéncia Animal, v.33, n.4, p.1-09, out./dez., 2023.

EFICACIA DE PRODUTO A BASE DE ALANTOINA E OXIDO DE ZINCO NA
CICATRIZACAO CUTANEA DE FERIDAS INDUZIDAS EM EQUINOS

(Efficacy of an allantoin and zinc oxide based product in
induced cutaneous wound healing in horses)

Marco Augusto Giannoccaro da SILVA'!"; Cinthian Cassia MENDONCA?Z; Paulo Aléscio
CANOLA?; Luciano Fernandes SOUSA*; Paula Lorhanna Barbosa LOPES';
Ana Paula Coelho RIBEIRO*; Katyane de Sousa ALMEIDA!

"Programa de P6s-Graduagio em Sanidade Animal e Satide Publica nos Tropicos, Universidade Federal
do Norte do Tocantins (UFNT). Br 153, Km 112, Araguaina/TO. CEP: 77.890-040; 2Faculdade de
Ciéncias do Tocantins; *Universidade Estadual Paulista, Paulista “Jlio de Mesquita Filho”,
(UNESP), Jaboticabal; “‘UFNT, Tocantins. *E-mail: marcogiannoccaro@uft.edu.br

RESUMO

Este estudo avaliou a eficacia de uma pomada a base de alantoina e 6xido de zinco indicada para cicatrizacdo de
feridas cutaneas em equinos. As feridas foram realizadas cirurgicamente em ambos os lados da garupa, sendo que
por sorteio um dos lados foi selecionado para o tratamento (GT). No lado controle (GC) realizou-se apenas
lavagem com 4gua e sabao, enquanto no GT, acrescentou-se a secagem com gaze estéril e aplicagdo da pomada.
A evolugdo do processo cicatricial foi avaliada macro e microscopicamente e a area de cada ferida mensurada no
periodo experimental. A macroscopia demonstrou que que as feridas do GT apresentaram bordas menos
edemaciadas, com superficie mais lisa e regular, bem como a formagao de crostas secas em relagdo ao GC. A partir
do sétimo dia, tanto no GC quanto no GT foi possivel observar a presenca de fibroblastos, porém, em maior
quantidade no GT. O tecido de granulagdo; apresentou-se maior no GC. Na avaliagdo histologica do 21° dia de
ambos os grupos, observou-se espessamento da epiderme, proliferagdo e neovascularizagdo intensa. No entanto, o
GC apresentava também areas de edema e infiltrado inflamatoério sobre a ferida, o que revela possivel atraso na
cicatrizagdo. Maior contragdo da ferida ocorreu a partir do 14° dia no GT. Além disso, a agdo repelente do produto
aplicado nas feridas do GT foi uma caracteristica marcante. Conclui-se que o produto testado foi benéfico na
cicatrizacdo de feridas induzidas em equinos, com redug@o do periodo necessario para completa cicatrizagao, além
de apresentar excelente acdo repelente.
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ABSTRACT

This study evaluated the effectiveness of an ointment based on allantoin and zinc oxide indicated for the healing
of skin wounds in horses. The wounds were surgically induced on both sides of the croup, and one side was selected
by lot for treatment (TG). The control side (CG) was only washed with soap and water, while on the TG, the wound
was additionally dried with sterile gauze and the ointment was applied. During the experimental period, the
evolution of the healing process was evaluated macro and microscopically, and the area of each wound was
measured. Macroscopically, it was noted that the wounds in the TG presented less swollen edges, with a smoother
and more regular surface, as well as the formation of dry crusts in relation to the CG. From the seventh day, in
both the CG and the TG, it was possible to observe the presence of fibroblasts; however, in greater quantity in the
TG. The granulation tissue was higher in the CG. In the histological evaluation on the 21st day, thickening of the
epidermis, proliferation, and intense neovascularization were observed in both groups. However, the CG also had
areas of edema and inflammatory infiltrate over the wound, which suggests a possible delay in healing. Greater
wound contraction occurred from the 14th day onwards in the TG. In addition, the repellent action of the product
applied to the wounds of the TG was a notable feature. It was concluded that the tested product was beneficial for
the healing of induced wounds in horses with a reduction in the period for complete healing, in addition to
presenting an excellent repellent action.
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INTRODUCAO

A relacdo entre o homem e o cavalo teve inicio na antiguidade, quando o animal era
considerado ferramenta indispensavel para o trabalho e transporte. No entanto, com o advento
das maquinas agricolas, da industria automobilistica e a popularizagdo das competicdes
equestres, a utilizacdo dos equinos na tragao ficou em segundo plano e a inser¢ao dos mesmos
nas diversas modalidades esportivas cresceu exponencialmente nos ultimos anos
Consequentemente, o cuidado com a satde e o bem-estar desses animais avultaram na mesma
propor¢ao em resposta a preocupacdo com a prevencao de enfermidades, a necessidade da
maior longevidade atlética e a obrigatoriedade de se alcancar o maximo desempenho.

Devido ao seu comportamento ativo e reagdes rapidas, o cavalo estd predisposto a
inameros tipos de traumatismos (PAGANELA et al., 2009). Entre os traumas, as feridas de pele
representam uma porcentagem significativa na casuistica dentro da clinica de equinos
(COCHRANE, 1997; FERREIRA, et al., 2006) e, embora possuam geralmente progndstico
favoravel, resultados indesejaveis frequentemente sao obtidos (COCHRANE, 1997) e estdo
relacionados a uma cicatrizagdo mais lenta e complicada em relacdo a outras espécies,
principalmente, no desenvolvimento de tecido de granulagdo exuberante (OLIVEIRA, 1992).

Segundo Fazio et al. (2000) e Mandelbaum e Santis (2003), a cicatrizagdo ¢ um
processo corporeo natural de regeneragio simultanea dos tecidos epidérmico e dérmico. E um
processo dinamico, composto por uma série de eventos celulares e moleculares perfeitamente
coordenados que tem por funcdo a reparagdo e a reconstitui¢ao tecidual (MARTIN et al., 2013),
que culminam no restabelecimento da integridade da pele (OLIVEIRA-JUNIOR, 2010).

Existem diversas formas de tratamento das feridas, porém, independentemente do
método de escolha, este deve propiciar um ambiente favoravel para a progressao natural da
cicatrizagdo e nao retardar a reparagdo (LACERDA NETO, 2003). Na maioria dos casos
clinicos, a escolha pela cicatrizagdo por segunda intencdo ¢ recomendada devido ao tempo
decorrido do trauma, ao grau de contaminac¢do da ferida e a perda de tecido (HUSSNI et al.,
2004). Consiste na limpeza da ferida seguida pela aplicacdo topica de pomadas que favoregam
a cicatrizagdo (PAGANELA et al., 2009).

Nesse sentido, a busca por produtos que ndo interfiram negativamente no processo,
que favorecam a cicatrizagdo e reduzam o tempo de recuperagdo, justificando assim o gasto
com a compra do produto, vem aumentando significativamente. Frente a isso, objetivou-se com
o presente estudo verificar a eficacia da acdo cicatrizante de uma pomada comercial que tem
como base a alantoina e o 6xido de zinco.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados para o presente estudo cinco equinos, fémeas, da raga Quarto-de-
Milha, com peso médio de 280kg. Quinze dias antes do inicio do periodo experimental, os
animais foram avaliados clinicamente, desverminados com pasta oral a base de ivermectina e
encaminhados para um piquete composto de capim estrela Africana, onde permaneceram até o
final do experimento. Receberam também neste periodo, duas vezes ao dia, racdo comercial e
sal mineral a vontade, ambos proprios para a espécie. Com a finalidade de ambientacdo e
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adaptacdo, os animais foram conduzidos por trés dias consecutivos ao tronco de contencdo. O
presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais da Universidade Federal
do Tocantins (CEUA/UFT) sob n° 23101.000845/2014-76.

Confeccio da ferida cirargica

Para a realizacdo das feridas cirrgicas os animais foram contidos em tronco de
conten¢do e tranquilizados com acepromazina (Acepran 1%, Univet) na dose de 0,05mg/kg
pela via intravenosa. Apos a realizacdo de ampla tricotomia nas garupas, procedeu-se com a
anestesia local infiltrativa utilizando-se solu¢do de lidocaina (Xylestesin 2%, Cristalia).
Aguardou-se um periodo de cinco minutos e com o auxilio de bisturi e pinga anatdmica dente
de rato promoveu-se a incisdo da pele e com tesoura Metzenbaum seguiu-se com a divulsdo do
tecido subcutaneo até que se remove-se o fragmento de pele. Com a finalidade de se obter
feridas padronizadas e simétricas, um molde de 5cm? foi confeccionado a partir de filme
radiografico. Obteve-se, ao final, 10 feridas de mesmo tamanho e mesma localizagao.

Grupos experimentais

Por intermédio de sorteio, um lado da garupa foi inserido no grupo tratado (GT) e o
outro no grupo controle (GC). Nos primeiros 14 dias de experimento foram realizados curativos
duas vezes ao dia (manha e final da tarde), sendo que, os dois lados eram igualmente lavados
com agua e detergente neutro e, posteriormente, apenas o lado pertencente ao GT foi seco
cautelosamente com gaze estéril e recebeu a aplicacdo de pomada comercial composta por
alantoina e 6xido de zinco. Nos dias subsequentes procedeu-se com os curativos apenas uma
vez ao dia até completar 42 dias de evolugdo cicatricial. Em ambos os grupos, produto
comercial a base de piretrdide, citronela e 6leo de pinho foi aplicado ao redor das feridas,
tomando-se o cuidado para que ndo entrasse em contato com as mesmas, com a finalidade de
se evitar a aproximacdo de moscas e o desenvolvimento de miiases, que poderiam interferir nos
resultados do estudo.

Para as avaliagdes das feridas adaptou-se o preconizado por Ribeiro et al. (2009), onde
estabeleceu-se os dias 1°, 3°, 7°, 14°, 21°, 28°, 35°, 42° e 49° dias de pds-operatdrio para as
observacoes. Realizou-se:

1) Analise macroscépica: onde examinou-se e estabeleceu-se classificagdes aos parametros
relacionados a evolugdo cicatricial, tais como: sensibilidade dolorosa a palpagao digital ao redor
da ferida, a presenga de tecido de granulacao, de secrecdes, de crostas de hemorragia e de
edema. A classificagdo foi estimada, segundo os mesmos autores, em escalas que variavam de
0 a 3, sendo 0 indicando a auséncia do parametro avaliado; 1 a ocorréncia em até 30% da ferida,
2 a ocorréncia em area correspondente a 30% a 60% da ferida e 3 a ocorréncia em 60% a 100%
da area da ferida. A avaliagdo foi conduzida sempre pelo mesmo observador;

2) Delineamento das feridas e mensuracio da area: primeiramente com o auxilio de pléstico
transparente e caneta de retroprojetor as feridas foram delineadas e, posteriormente, os desenhos
foram escaneados e submetidos a andlise no programa computacional de imagem, obtendo
assim a area total de cada lesdo no decorrer da evolucdo cicatricial. Assim como no item
anterior, o delineamento era feito sempre pelo mesmo avaliador;
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3) Bidpsia: com a finalidade de possibilitar a analise histologica, retirou-se um fragmento da
borda da lesdo e o fixou imediatamente em solug¢do de formol tamponado a 10%. Em cada um
dos dias de avaliagao apenas um animal foi submetido ao procedimento, para que traumatismos
consecutivos em um mesmo animal fosse evitado, o que poderia propiciar quadro inflamatoério
e interferir no desenvolvimento cicatricial. Os animais eram selecionados por meio de sorteio.
O material coletado seguiu para processamento histologico, sendo incluso em parafina e,
posteriormente, cortado em micrétomo manual e corado pelo método de hematoxilina-eosina e
Tricromio de Masson. Os parametros avaliados microscopicamente foram: integridade do
epitélio, organizagdo do tecido conjuntivo, presenga de hemorragia, fibroplasia, hiperplasia
epitelial, hiperqueratose, neovasos e os tipos celulares presentes.

Analise Estatistica

Os valores das areas das feridas bem como os de contragdao foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste t. Os parametros clinicos mensurados por
escores foram analisados pelo teste pareado de Wilcoxon (VIEIRA, 2004). Considerou-se nas
avaliagdes realizadas nivel de significancia de 5%. As curvas plotadas no tempo foram
analisadas pelo teste de paralelismo e identidade de curvas, segundo Regazzi e Silva (2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo macroscopica das lesdes notou-se que as feridas do grupo tratado
apresentaram bordas menos edemaciadas, com superficie mais lisa e regular e formacdo de
crostas secas em relagdo as do grupo controle. Provavelmente, isso se deu pela acdo epitelizante
da alantoina (ARAUIJO et al., 2010) e pela atividade adstringente do 6xido de zinco (RAHAL
etal.,2001).

J& na analise histologica realizada nos fragmentos correspondente aos primeiros dias
de avaliacdo (1° e 3°) foi possivel observar tanto no grupo controle como no tratado, infiltrado
inflamatorio neutrofilico, edema e necrose, o que caracterizou a fase inflamatdria do processo
de reparacao. Esses achados vao de encontro ao evidenciado na analise macroscopica efetuada
no mesmo periodo, onde intensa sensibilidade dolorosa, hemorragia, secrecdo ¢ edema foram
registrados. Contudo, o lado tratado mostrou-se qualitativamente melhor, pois apresentou
infiltrado inflamatério de menor intensidade e menor edema do que o grupo controle. E na fase
inflamatoéria que os sinais cardinais da inflamagao se manifestam. Macréfagos e neutréfilos em
acdo removem debris celulares por fagocitose ocorrendo a liberacdo de fatores quimiotaticos e
de crescimento, com o intuito de se estabelecer um microambiente favoravel para que a proxima
fase (proliferativa) possa ocorrer (ACKERMANN, 2007).

Um pequeno aumento na area das feridas nas primeiras 24 horas ap6s o ato cirtirgico
foi encontrado por Ribeiro et al. (2009), porém, em nosso estudo observamos tal condi¢ao até
72h no grupo tratado e até 48h no grupo controle (Tab. 01). Este aumento est4 ligado a perda
de tensdo da pele e ao edema (BARBER, 1990). O processo cicatricial ¢ descrito em trés etapas
(MADISON ¢ GRONWAL, 1992), sendo a primeira referente a retracdo centrifuga com
aumento de area da lesdo, a segunda a contragdo rapida e a terceira a contragdo lenta. Neste
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sentido, podemos afirmar que as feridas se encontravam na primeira fase em que ¢ comum o
aumento observado na area da lesao.

Tabela 01: Valores médios de area do grupo tratado e do grupo controle no decorrer do tempo
e porcentagem de contragdo ao final do experimento.

Tempo Area (cm?) Area (cm?)
(dias) Grupo tratado Grupo controle

0 25,00 25,00

1 26,05 25,24

3 26,76 27,36

7 27,91 26,41

14 16,60 17,20

21 8,60 8,77

28 5,46 5,83

35 3,13 3,70

42 2,89 2,60

49 1,31 2,79

Na tabela acima (Tab. 01) ainda ¢ possivel observar a menor drea média de ferida ao
final do experimento para o grupo tratado, sendo que a diferenga de tamanho na 4rea final (cm?)
foi de mais de 100%.

A partir do sétimo dia, tanto no grupo controle quanto no tratado foi possivel observar
a histopatologia a presenca de fibroblastos, o que segundo Ackermann (2007) caracteriza o
inicio da fase proliferativa. Uma maior quantidade de fibroblastos foi evidenciada no grupo
tratado, fato que permite afirmar que este apresentava melhor cicatrizacdo do que o grupo
controle. Assim como evidenciado por Ribeiro ef al. (2013), neste momento também foi
possivel notar um periodo de grande contracdo da ferida, com vultosa diminui¢do da area das
lesdes, caracterizando a fase de contracdo rapida. No entanto, tais autores evidenciaram esse
fendomeno até os vinte e oito dias de pds-operatdrio enquanto em nosso estudo o mesmo se
estendeu até os trinta e cinco dias. Ato continuo, deu inicio a fase de contracdo lenta.

Quanto ao tecido de granulagdo, macroscopicamente foi possivel nota-lo a partir do
sétimo dia, porém evidéncias histoldgicas foram encontradas somente a partir de catorze dias e
caracterizavam-se por intensa fibroplasia e neovascularizag¢ao, determinando o inicio da fase de
granulacdo. Ribeiro ef al. (2013) ndo evidenciaram essa alteragdo macroscopicamente, porém
a observaram histologicamente a partir do mesmo periodo.

Como demonstrado na Tab. 02, o grupo controle apresentou média maior quanto a
formagao de tecido de granulacdo em relacdo ao tratado. Quando se comparou estatisticamente
a variavel dentro do mesmo grupo ao longo dos dias, diferenca foi evidenciada aos sete, catorze,
vinte € um e trinta e cinco dias de avaliagdo, sendo o maior valor encontrado aos sete dias. Ja,
na comparacao entre 0s grupos experimentais, apenas aos 21 dias foi notada diferenga
significativa, porém maiores valores sempre foram notados no grupo controle.

Nas demais variaveis macroscopicas estudadas (secrecao, crosta, hemorragia, edema
e sensibilidade dolorosa), nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos
experimentais.
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Tabela 02: Valores das médias encontradas para a varidvel tecido de granulacdo, ao longo do
tempo para o grupo controle e grupo tratado.

Grupo/Dias | DO | D3 D7 D14 D21 D28 D35 D42 | Média
Controle 0% | 04 | 2,484 182 1,882 182 0,884 | 0,42 0,922
Tratado oA | 0 | 1,65 | 0,6%% | 0,83 | 0,58 | 0,24 (U 0,46°

Obs.: AComparagio entre colunas; *Comparacdo entre linhas.

Na avaliacao histologica aos vinte e um dias observou-se nas amostras dos dois grupos
espessamento da epiderme, proliferacio e neovascularizagdo intensa. Todavia, no grupo
controle foi possivel verificar também a presenca de areas de edema e infiltrado inflamatorio
sobre a lesdo, o que demonstra segundo Martins et al. (2003), possivel atraso no processo
cicatricial.

Quanto aos valores médios das areas das feridas mensurados no programa
computacional, estes ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos
estudados. Entretanto, maior contragdo da ferida foi evidenciada a partir do 14° dia no grupo
tratado (Fig. 01 e 02) e esse fato também pdde ser constatado na avaliag@o histopatologica feita
no mesmo periodo, onde um maior avango no processo cicatricial foi notado em relagcdo ao
grupo controle.

40,000
y = 29,151 x 00505
35000 1 m R? =0,8636
[ ]
30,000 - . i
'E 25,000 - Tratado
|
2 ol B Controle
9 20,000 - .
S Exponencial (Tratado@ A
g 15,000 + Exponencial (Controle)
)
w
o 10,000 +
o
@ 5,000 - 0
~< a
0,000 T T T T T T I 1
0 7 14 21 28 35 42 49 56

Dias de tratamento

Figura 01: Curva exponencial para area das feridas do grupo tratado e do grupo controle, ao
longo do tempo.

Obs.: Linhas de tendéncia seguidas com mesma letra minusculas na coluna néo diferem pelo teste de paralelismo
de curvas; Linhas de tendéncia seguidas com mesma letra maitisculas na coluna ndo diferem pelo teste de
identidade de curvas.
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Figura 02: Aspecto da ferida apds 21 dias de tratamento, com melhor area no grupo tratado.

Obs.: A = Grupo controle; B = Grupo tratado.

Este achado corrobora aos obtidos em estudos com ketanserina feitos por Roelens
(1989), Engelen et al. (2004) e Malinin ef al. (2004), mas difere dos de Lawrence ef al. (1995),
que trabalhando com o mesmo principio ativo ndo encontraram diferenca e relacionaram o
resultado ao fato de terem estudado feridas nao vinculadas a comprometimento circulatorio e
localizadas em regido de 6tima circulagao, como as desse trabalho. Nestes casos, a cicatrizagao
se deu normalmente e a ketanserina nao foi capaz de reduzir o tempo de cicatrizagdo além do
normal (ROELENS, 1989; ENGELEN et al., 2004; MALININ et al., 2004). Por isso, pode-se
afirmar que a utilizagdo do produto em estudo ¢ benéfico e diminui o tempo de cicatrizagao,
resultando clinicamente em menor periodo de recuperagdo e retorno mais rapido as atividades.

A agdo repelente do produto aplicado nas feridas do grupo tratado foi uma
caracteristica marcante observada por todo o periodo experimental. Possivelmente, esta
peculiaridade esteja ligada a presenga de citronela na composi¢ao final do produto. A citronela
¢ considerada um repelente natural (BUENO, 2010), inofensivo e de facil aquisigao.

Vale dar destaque, que o desenvolvimento de miiases ¢ um fato corriqueiro na rotina
clinica de equinos atendidos com feridas de pele e podem ser a causa do retardo e prejuizo a
cicatriza¢do. E notorio na Fig. 03 a grande quantidade de ectoparasitas (moscas) na ferida do
grupo controle, mesmo apos a aplica¢do de outro produto repelente ao redor da ferida. Por isso,
a acao repelente excepcional do produto merece ser destacada.

™

Figura 03: Efeito repelente observado no grupo tratado com a pomada.

Obs.: A =Presenca de moscas na ferida ndo tratada (seta preta), mesmo com a aplicagdo de outro produto utilizado
como repelente em feridas (seta vermelha); B = Efeito repelente do produto na ferida tratada (auséncia de insetos).
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CONCLUSOES

Conclui-se que a aplicagdo topica de produto a base de alantoina e 6xido de zinco foi
benéfica na promocao da cicatrizagdo de feridas induzidas em equinos, reduzindo o periodo
necessario para o tratamento completo de ferida e, que possui uma excelente agao repelente.
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