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RESUMO

Objetivou-se nesta pesquisa estudar um fator de risco para a dermatite digital
bovina e avaliar a eficacia do extrato de barbatimdo em solu¢cdo aquosa a 5%
como auxiliar no reparo de feridas cutaneas induzidas no espaco interdigital de
bovinos. Para pesquisar o fator de risco utilizaram-se 100 fémeas bovinas, sendo
50 Holandesas e 50 Girolando, de duas propriedades rurais. Dividiram-se as
unidades experimentais em quatro grupos: grupo de animais saudaveis da raca
Holandesa (GHS) e grupo com lesbes de dermatite digital (GHL); grupo de
animais saudaveis da raca Girolando (GGS) e grupo com lesdes de dermatite
digital (GGL). De todos os animais colheram-se 10 ml de sangue, em tubo a
vacuo, contendo anticoagulante. As amostras foram refrigeradas e submetidas a
testes hemoliticos, para oito sistemas sanguineos de bovinos: A, B, C, F, J, L, Se
Z. A frequéncia dos fatores sanguineos foi determinada e comparada, dentro de
cada sistema, em cada grupo de animais. Os dados foram analisados através dos
testes ndo paramétricos de Qui-quadrado e Exato de Fisher. Pelos resultados
obtidos concluiu-se que os fatores sanguineos podem contribuir para a ocorréncia
de lesBes de dermatite digital, contudo sdo necessarios estudos mais especificos
para uma conclusdo mais precisa. Para avaliar a eficacia da solucdo de
barbatim&o a 5%, utilizaram-se 30 animais com dez meses de idade, mantidos em
sistema de confinamento. Em cada espaco interdigital dos animais, com auxilio de
um punch de um centimetro de didmetro, produziu-se uma lesdo cuténea até a
derme, totalizando 120 feridas. As feridas foram denominadas unidades
experimentais e distribuidas em dois grupos com 60 unidades cada: grupo GB
tratado com solucdo de extrato de barbatimdo a 5% e grupo GC tratado com
agua. A evolucao do processo de reparacao tecidual das feridas foi acompanhada
por meio de avaliacbes macroscépicas e histologicas nos dias trés, sete, 14 e 21
de tratamento. Os achados macroscépicos foram analisados descritivamente e 0s
histol6gicos submetidos ao teste de Mann Whitney, com p<0,05. Para as feridas
tratadas, observou-se que o grupo GB apresentou menor intensidade de infiltrado
de células polimorfonucleares nos primeiros 14 dias de tratamento. Nesse grupo
observou-se ainda que a deposicdo de colageno mostrou-se mais acentuada aos
14 dias e aos 21 dias as fibras coldgenas apresentavam-se mais alinhadas. O uso
do extrato de barbatimdo a 5% em pedilivio, em bovinos confinados, auxiliou
qualitativamente no processo de modulagdo da reparacdo de feridas cutaneas
interdigitais incisionais, mas nao impediu o prolongamento da fase inflamatéria do
processo cicatricial.

Palavras-chave: barbatimdo, bovinos, dermatite digital, fator sanguineo,

pedilavio, terapéutica
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ABSTRACT

This study has aimed do evaluate a risk factor for bovine digital dermatitis and the
efficacy of 5% aqueous barbatiméo extract solution as ancillary in interdigital skin
incisional wound repair. One hundred bovine females, 50 Holstein and 50
Girolando, from two different farms were used for the risk factor study.
Experimental units were divided into four groups: healthy Holstein cattle group
(GHS) and digital dermatitis Holstein cattle group (GHL), healthy Girolando cattle
group (GGS) and digital dermatitis Girolando cattle group (GGL). Ten milliliters of
blood were collected from all animals and stored in anticoagulant added tubes.
Samples were refrigerated and submitted to hemolytic tests for eight bovine blood
systems: A, B, C, F, J, L, S and Z. The frequency of blood factors was determined
and compared, in each system and each group. Data were analyzed through non
parametric tests: Chi Square and Fisher's exact. The results indicated that the
blood factors may contribute to the occurrence of digital dermatitis lesions, but
further studies are needed for a more accurate conclusion. Thirty confined, 10
months old calves were selected in order to evaluate the efficacy of 5%
barbatim&o solution. A biopsy punch was introduced in each interdigital space, up
to the dermis, to produce a lesion measuring one centimeter in diameter. The
lesions were numbered 120 in total and named experimental units, which were
divided into two groups of 60 units each: GB treated with 5% aqueous barbatiméo
bark extract solution and GC treated with water. Tissue repair was evaluated
through macroscopic and histological findings in days three, seven, 14 and 21 of
treatment. Macroscopic findings were analyzed descriptively, while histological
findings were submitted to Mann Whitney test, with p<0.05. For lesions treated,
GB group showed less intense polymorphonuclear cells infiltration on the first 14
days of treatment. A marked collagen deposition was also observed at day 14
while collagen alignment was more expressive on day 21. More specific studies
may be necessary in order to determine if blood factors can contribute to the
occurrence of digital dermatitis. Barbatiman 5% footbath solution for confined
cattle helps qualitatively in modulation of interdigital cutaneous incisional wound
repair, but does not avoid the extension of inflammatory phase of healing.

Keywords: barbatimdo, bovine, digital dermatitis, blood factor, footbath,

therapeutics



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

Nos ultimos 20 anos, acompanhando a historia e os reflexos da
globalizagdo na economia nacional e no setor agropecudrio verificou-se que,
dentre as cadeias produtivas, desde a producdo até o consumo, a leiteira foi
um dos segmentos que apresentou crescimento mais expressivo. Esta situacdo
pode ser atribuida, em parte, a maior abertura do comércio brasileiro para o
mercado internacional, com destague para a estabilizagcdo da economia e as
atividades inerentes ao Mercosul. Diante desse cenario aumentou a
concorréncia entre 0os mercados que, consequentemente passaram a exigir
maior produtividade e qualidade dos produtos céarneos e Ilacteos
comercializados.

Para atender a nova realidade, os empresarios rurais realizaram
grandes investimentos no setor agropecuario. Dentre as inovacbes, a
implementacdo de novos sistemas de producdo e tecnologias para a
intensificacdo da producdo, a importacdo de racas com caracteristicas
produtivas destacadas, 0os cruzamentos entre racas e 0 melhoramento genético
foram acdes adotadas em todo territério nacional. Todos esses recursos
inovadores transformaram o amadorismo da bovinocultura numa atividade
empresarial moderna, situacdo que resultou em sistemas de producédo semi-
intensivos e intensivos, com consequente aumento da produtividade, a um
menor custo possivel.

Apesar dos beneficios de todas as mudancas ao longo do tempo, os
aspectos negativos relacionados aos sistemas intensivos de producao
comecaram a ser identificados com maior clareza. Ressalta-se que muitos
desses problemas estédo relacionados a baixa fertilidade, aumento de doencas
como mastite, deslocamento de abomaso, cetose e enfermidades podais. Pois,
a selecdo para o aumento da producdo eleva também a capacidade de
consumo de alimentos, mas ndo o suficiente para atender totalmente aos

requerimentos energéticos adicionais, ocasionando balanco energético



negativo e maior mobilizacdo das reservas corporais. Além disso, as condi¢cdes
ambientais e de manejo ndo acompanharam o uso das novas tecnologias.

As afecgbes podais resultam em grandes perdas econOmicas,
sobretudo, em rebanhos com aptiddo leiteira, considerando os gastos com
tratamentos, queda na producéo e descarte de animais, pois muitas vezes 0
custo do tratamento ultrapassa os ganhos em producéo e do animal. Assim,
medidas de prevencéo, controle e a adogéo de novos protocolos terapéuticos
precisam ser debatidos e estudados. Muitos protocolos terapéuticos sao
empregados no tratamento das enfermidades digitais. Varios desses estéo
fundamentados na antibioticoterapia sistémica e local, além do uso de solu¢bes
sanitizantes em pedilavio. Entretanto, a acdo de antibiéticos sistémicos pode
ser ineficaz devido a inadequada distribuicdo do medicamento em decorréncia
do veiculo utilizado e da morfologia dos tecidos envolvidos. A antibioticoterapia
local apresenta resultados satisfatérios se houver remocdo dos tecidos
necréticos, uma vez que esses dificultam a acdo do medicamento. Ressalta-se
gue ao empregar protocolos envolvendo antibiéticos é necessario o descarte
do leite, devido a presenca de residuos, pois o leite produzido estara fora dos
padrées por pelo menos 120 horas apés a Ultima administracao.

O emprego de solugbes sanitizantes em pedilivio tem mostrado
resultados positivos no tratamento de lesGes digitais, contudo, o descarte
dessas solucBes na maioria das propriedades € feito diretamente no solo, sem
nenhum tratamento prévio, situacdo que pode facilitar a incorporacdo de
residuos no solo e lencéis freaticos. Com isso, os tratamentos naturais vém
ganhando destaque, o que podera contribuir para devolver excrementos sem
residuos que propiciem o desenvolvimento natural de microrganismos e
vetores responsaveis pela transformacéo e incorporacdo da matéria organica
no solo.

Além da preocupacdo com o0s protocolos terapéuticos que vem
sendo adotados, os fatores predisponentes a ocorréncia das enfermidades
digitais também sao importantes. Em muitos casos, a verdadeira etiopatogenia
das doencas que acometem os digitos dos bovinos € desconhecida e, acredita-
se que sejam enfermidades de carater multifatorial, situacdo que limita a
escolha dos protocolos terapéuticos adequados. Algumas literaturas

descrevem o0 envolvimento de fatores genéticos, ligados principalmente a



conformacao dos cascos. Sobre esses fatores, em humanos, o tipo sanguineo
tem sido foco de estudo, como fator predisponente de algumas sindromes e
doencas de pele. Em bovinos, as pesquisas envolvendo fatores sanguineos
estdo relacionadas as caracteristicas produtivas, ndo sendo ainda inquirido
como fator de risco para alguma doenca, sobretudo as que acometem o0s
cascos.

Portanto, ao avaliar os impactos das doencas digitais em bovinos, os
protocolos terapéuticos e as medidas profilaticas e de controle, verifica-se que
muito ainda precisa ser feito para minimizar os prejuizos desencadeados por
essas enfermidades. Nesse contexto, é importante desenvolver estudos que
apontem outros protocolos terapéuticos menos onerosos e com menor poder
residual, e que avaliem fatores epidemioldgicos relacionados a realidade de
cada pais e propriedade rural. Ademais, o conhecimento sélido sobre os
aspectos epidemioldgicos também é de fundamental importancia para se
estabelecer o protocolo de tratamento e as medidas profildticas mais

adequadas.

2 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

2.1 Enfermidades digitais dos bovinos

As enfermidades digitais constituem um dos principais problemas do
aparelho locomotor dos bovinos nos diferentes criatérios mundiais, resultando
em dificuldade de locomocédo e, consequentemente, ocasionando baixa
ingestado de alimento e podendo comprometer 20% e 25% das producdes de
leite e carne, respectivamente (DEMIRKAN et al., 2000; MAREGA, 2001,
TADICH et al., 2005; CASTRO, 2006). Em determinadas regides do Brasil,
essas enfermidades atingem ocorréncias significativas. BORGES et al. (1992)
observaram indices de até 14,17% de doencas podais em bovinos de aptidado
leiteira em propriedades rurais do Estado do Rio de Janeiro. MOLINA et al.
(1999) avaliando a prevaléncia de doencgas digitais na bacia leiteira de Belo
Horizonte — MG, registraram em 30% de vacas sob regime de confinamento,



com uma ocorréncia de 24,36% para a dermatite digital e 13,68% para a
pododermatite séptica. SILVA et al. (2001) avaliando as caracteristicas clinicas
e epidemioldgicas das enfermidades podais em vacas lactantes no municipio
de Orizona-GO, descreveram maior ocorréncia para a dermatite digital
(24,36%) e pododermatite séptica (13,68%).

Ainda sobre as doencas digitais, SILVA et al. (2006) destacaram
prevaléncia de 13,75% de enfermidades digitais no municipio de Jatai - GO,
com frequéncia de 4,17% de laminite, 3,33% de flegmao interdigital, 2,08% de
dermatite digital, 1,67% de pododermatite séptica, 1,25% de sola dupla, 0,83%
de doenca da linha branca e 0,42% casos de erosao de taldo. JA MACHADO et
al. (2008) registraram uma taxa de prevaléncia de 17,50% de lesGes podais em
vacas lactantes na bacia leiteira do municipio de Itapecuru Mirim — MA. LEAO
et al. (2009) ao estudar os aspectos epidemiologicos da dermatite digital em
duas propriedades leiteiras do Estado de Goias registraram ocorréncia de
3,85%, com variacdo em diferentes faixas etarias. Deste modo, os estudos
desenvolvidos por SILVA et al. (2006), MACHADO et al. (2008) e LEAO et al.
(2009) indicaram que o assunto, em geral, merece atencdo. Ademais, a
dermatite digital apresenta ocorréncia expressiva no sistema produtivo,
acometendo bovinos de diferentes faixas etarias e desencadeando graus

variados de claudicacéo.

2.1.1 Dermatite digital

A doenca foi descrita primeiramente na lItalia, na década de 70, por
Cheli e Mortellaro (BLOWEY et al., 1994), ficando conhecida como “Doenga de
Mortellaro”. Tem sido registrada em outros paises como a Australia, Canada,
Franca, Alemanha, Israel e Japdo, o que confere a enfermidade carater
cosmopolita (DEMIRKAN et al., 2000). A dermatite digital caracteriza-se por
inflamacé&o da epiderme, iniciando no espaco entre os taldes e que evolui para
sua completa destruicdo. Apresenta dois tipos classicos de lesbes: uma
circunscrita, de aspecto erosivo, eritematoso e ulcerado denominado de
doenca do morango e outra proliferativa que pode conter pelos, assemelhando-

se a forma clinica da papilomatose cutanea pedunculada, também denominada



dermatite verrucosa ou verruga peluda (GREENOUGH et al., 1997; DEMIRKAN
et al., 2000; NICOLETTI, 2004).

No Brasil, a partir de 2005 pesquisadores como CASTRO (2006) e
LEAO et al. (2009), descreveram trés formas de apresentacdo da dermatite
digital, poréem ndo havendo ainda uma padronizacdo definitiva, citam-se as
formas inicial, erosiva e proliferativa. As lesbes na fase inicial sdo observadas
predominantemente entre os taldes e no espaco interdigital dorsal, medem em
torno de dois centimetros de diametro e sdo delimitadas por uma faixa pilosa.
Histologicamente, a epiderme apresenta espessamento do estrato corneo,
acantose, espongiose e presenca de bactérias, composta principalmente por
microrganismos espiralados. Macroscopicamente, na forma erosiva ou
ulcerativa, observa-se gque as lesdes se expandem em todas as dire¢cdes do
taldo, com erosfes profundas e 0s animais manifestam claudicacéo intensa. Ja
em relacdo a dermatite digital papilomatosa, observa-se superficies irregulares,
inimeras formag@es papiliformes esbranquicadas e cornificadas, com areas de
necrose e odor fétido (CASTRO, 2006).

Paralelamente, para a adocdo de protocolos terapéuticos, é
necessario estabelecer medidas profilaticas como higiene das instalacoes,
exames periddicos do rebanho, quarentena de animais adquiridos de outras
propriedades, diminuicdo da densidade animal nos lotes, esterilizacdo de
material para casqueamento, uso correto do pedilivio e casqueamento
preventivo (CRUZ, 2004; NICOLETTI, 2004). Outros autores como WELLS et
al. (1999), DEMIRKAN et al. (2000) e LEAO et al. (2008) também enfatizaram
que a prevencao e o controle da dermatite digital devem ser conduzidos de
forma associada a medidas de biosseguranca, identificando e eliminando os
possiveis fatores de risco, visando interromper a cadeia de transmissdo da
enfermidade.

Recomenda-se considerar as diferentes situacbes em cada
propriedade, uma vez que o problema é multifatorial (ROMANI, 2003). Para
WELLS et al. (1999), os protocolos sdo adotados considerando a grande
variacdo na apresentacao clinica das lesbes, a severidade, a infraestrutura
fisica e de pessoal e 0 manejo adotado para os animais. LAVEN & HUNT
(2000), NICOLETTI (2004) e SILVA et al. (2005) afirmaram que o tratamento
mais indicado para a dermatite digital envolve o uso tépico e sistémico de



antibioticos e a curetagem das lesbes. CUNHA (2000), fazendo uma
consideracao geral sobre o tratamento de doencas digitais em bovinos, relatou
que o uso de antibidtico parenteral associado a passagem em pedilavio
contendo solucéo sanitizante, constitui procedimento que geralmente resulta na
cura das lesdes.

Autores como KLOOSTERMAN (1997), MANSKE et al. (2002) e
MOURA (2008) asseguraram que o tratamento topico individual e o uso de
pedilavio tém sido eficientes para o tratamento da dermatite digital. Para ADAS
(2001), o uso de pediluavio € menos oneroso que o tratamento individual dos
animais, além de contribuir para a prevencdo da enfermidade quando for
empregado nos cascos saudaveis. Contudo, os resultados podem ser menos
previsiveis. Além disso, frequentemente um grande volume de solucdo é
descartado e necessita de um destino apropriado a fim de diminuir os riscos
inerentes aos manipuladores, animais e ao meio ambiente, haja vista a

constituicdo quimica dos produtos utilizados.

2.1.2 Fatores epidemioldgicos relacionados a dermatite digital

Mesmo considerando o0s resultados das pesquisas cientificas
desenvolvidas sobre a dermatite digital bovina, ainda existem dlvidas sobre os
principais fatores de risco, patogenia, melhor protocolo terapéutico e medidas
preventivas que se adéquem a realidade dos criatérios. As inferéncias
baseiam-se no carater multifatorial da enfermidade, pois além de
microrganismos, a estacdo do ano, o clima e as caracteristicas de manejo
envolvendo condi¢cdes de higiene deficientes das instalacdes, acumulo de
material organico e elevada umidade, bem como a condicdo produtiva e a dieta
alimentar podem influenciar positivamente para a manifestacdo do processo
(GREENOUGH et al., 1997; DEMIRKAN et al., 2000; MAREGA, 2001; SILVA et
al., 2001; NICOLETTI, 2004; NUSS, 2006; LEAO et al., 2009).

Outros achados que reforcam a complexidade dos fatores de risco
envolvidos e o carater multifatorial € a presenca de bactérias espiraladas como
Dichelobacter nodosus (DEMIRKAN et al., 2000; LEAO et al., 2009). Por outro

lado, a resposta positiva ao tratamento com antibiéticos comprova o



envolvimento bacteriano (GREENOUGH et al., 1997; RODRIGUES-LAINZ et
al., 1998; DEMIRKAN et al., 2000; NICOLETTI, 2004; LEAO et al., 2008). Além
dos fatores apontados o problema pode estar relacionado a aquisicao de
animais e introducdo nos criatérios sem acompanhamento técnico e sem
obedecer a quarentena (GREENOUGH et al., 1997; MAREGA, 2001;
NICOLETTI, 2004). Para GREENOUGH et al. (1997), DEMIRKAN et al. (2000),
MAREGA (2001), SILVA et al. (2001) e GREENOUGH (2007), fatores como
traumatismos, contusdes, solos pedregosos, pisos irregulares e idade podem
também estar relacionados. Esses autores, assim como VAN DER WAAIJ et al.
(2005) cogitaram que, adicionalmente, fatores genéticos podem estar
envolvidos na etiologia das enfermidades podais dos bovinos. No entanto, néo
associaram a nenhuma caracteristica especifica de conformacéo digital que
justificasse tal possibilidade e que tivesse envolvido na génese da dermatite

digital.

- Tipagem sanguinea

Considerando a gama de fatores genéticos existentes que podem
contribuir para a resisténcia a determinadas doencas ou a susceptibilidade de
enfermidades em humanos, pesquisadores relacionam o tipo sanguineo e suas
proteinas eritrocitarias na manifestacdo de algumas sindromes e baixa
resisténcia a agentes patogénicos (BARBOSA, 1982; SOUEN et al. 1982;
SILVA & FERASCOLI, 2004; ANSTEE, 2010). Além da eritroblastose fetal, em
humanos, alguns artigos cientificos inferem que pode haver alguma relacdo
entre o tipo sanguineo e a predisposicdo a determinadas doencas, como a
doenca de Jorge Lobo, uma micose cutanea de evolugdo cronica, que se
caracteriza por apresentar lesbes de aspecto queloidiforme, infiltrativo e
ulceroso (SILVA & FERASCOLI, 2004).

Outra doenca importante em humanos € a esquistossomose
mansonica, em que a ocorréncia da forma hepato-esplénica pode ter relacao
com o tipo sanguineo do sistema ABO (BARBOSA, 1982). Para SOUEN et al.
(1982), diversos casos de tumores malignos em ovarios podem estar

relacionados ao tipo sanguineo e, inferindo uma maior predisposicdo de



mulheres do grupo sanguineo A, bem como uma protecao relativa a doenca
para as pacientes do grupo O. Apesar dos poucos estudos epidemioldgicos
sobre a predisposi¢cdo genética para lesbes cancerosas gastricas, YOU et al.
(2000), avaliando 3.400 individuos do sistema ABO, descreveram que na
China, aqueles individuos do grupo sanguineo A apresentaram predisposicao
maior a esse tipo de cancer.

Na Medicina Veterinaria o significado clinico dos tipos sanguineos,
em pequenos animais e equinos, esta associado as reacodes transfusionais e a
isoeritrélise neonatal (QUINTANA, 2007; LACERDA et al., 2008). Nos bovinos,
0s primeiros estudos sobre grupos sanguineos iniciaram-se em 1938, nos EUA.
Existem 11 sistemas de grupos sanguineos que s&do reconhecidos
internacionalmente, mas os grupos B e J sdo o0s que apresentam maior
importancia clinica. O grupo B €& extremamente complexo, com
aproximadamente 60 antigenos proteicos diferentes (THONSEM et al., 2002;
TIZARD, 2002). A identificacdo do grupo sanguineo em bovinos apresenta
importancia no controle zootécnico, registro genealdgico, em programas de
inseminacao artificial, transferéncia de embrides, identificacdo de paternidade e
de gémeos idénticos e, sobretudo, no estudo de associagcbes com
caracteristicas de interesse econdmico, como producao leiteira, ganho em peso
(MILLER et al.,, 1986; CAMINHAS et al., 1992; KUABARA et al., 1997) e
susceptibilidade a determinadas doengas como a mastite (OLIVEIRA, 1996).

Em estudo realizado por CAMINHAS et al. (1992), para a
identificagdo de grupos sanguineos em cinco racas de bovinos criados na
regido de Botucatu—SP, os resultados indicaram que as ragas Gir, Nelore e
Girolando apresentaram maior variabilidade. E, dentre os 11 sistemas
sanguineos conhecidos, o B foi 0 que expressou tipos e fatores sanguineos em
maior frequéncia. Para explicar as frequéncias altas nessas racgas, 0s autores
inferiram que o polimorfismo genético estaria dando a esses animais algum
carater adaptativo, selecionado ao longo do tempo, ou poderia ser explicado
pelo fenbmeno da deriva genética. Por Ultimo, 0os pesquisadores expuseram
que, por se tratar de um namero muito pequeno de amostras analisadas, a
baixa ou alta frequéncia pode ter significado apenas estatistico e ndo biologico,

ndo havendo comprovacao de nenhuma das hip6teses descritas.



No estudo de MILLER et al. (1986), no qual analisaram a tipificacéo
sanguinea de algumas racas de bovinos exploradas no Brasil, incluindo as
racas Gir, Guzera, Nelore, Sindi, gado mestico 5/8 europeu x 3/8 zebu, o0s
autores descreveram que dos 36 fenogrupos B analisados, 29 eram exclusivos
da raca Nelore, e a raca Gir apresentou a frequéncia mais alta para o gene F.
KUABARA et al. (1997) realizaram um estudo epidemiologico obtendo-se a
tipagem sanguinea de animais da ragca Nelore e associaram com a
caracteristica de conformacédo corporal, havendo diferenca para determinados
fenogrupos, dentro do sistema B. Os autores ROCHA et al. (1998) apés obter
informagdes provenientes de 40 anos de estudos relacionados aos grupos
sanguineos e a producdo de leite em bovinos, expuseram que O grupo
sanguineo L pode ter alguma relacdo sobre os impactos positivos da producéo
de leite e caracteristicas de composicdo. Contudo, o maior efeito sobre a
produgcéo de leite gordo e um efeito moderado no angulo da garupa foi
associado com o0s segmentos cromossémico dos grupos sanguineos S e C,
respectivamente.

Em estudo desenvolvido por CONCEICAO et al. (2000), associou-se
0S grupos sanguineos de animais da raca Gir leiteira a producdo a primeira
lactacdo. Os autores definiram os fatores dos cinco sistemas sanguineos (B, F,
J, L e Z), em 138 unidades experimentais. Os resultados revelaram que, para
0S grupos sanguineos B, F, J e L ndo houve diferenca significativa na producéo
de leite, enfatizando que tais grupos ndo devem ser utilizados como
marcadores para a producao de leite a primeira lactacdo. Ja para o grupo Z, a
diferenca foi significativa, podendo ser um marcador de avaliagdo da
caracteristica em guestdo. Contudo, os autores ressaltaram a necessidade de
estudar um maior nUmero de animais que apresentasse esse grupo sanguineo.

Em outra literatura consultada, os autores apontaram que algumas
caracteristicas de conformagdo dos membros (VAN DER WAAIJ et al., 2005)
podem estar relacionadas a fatores genéticos, o que contribui para a ocorréncia
de lesbes podais, assim como o formato dos cascos em saca rolha
(GREENOUGH, 2007). Todavia, embora estudos comprovem a relacéo do tipo
sanguineo com a producdo de leite em bovinos (ROCHA et al.,, 1998;
CONCEICAO et al., 2000) e como fator predisponente a algumas sindromes
humanas como a doenca de Jorge Lobo (SILVA & FERASCOLI, 2004), a
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ocorréncia de cancer gastrico (YOU et al., 2000) e doencas de pele (WANKE et
al., 1991), o assunto ainda € motivo de varias especulacdes.

Como a etiopatogenia da maioria das enfermidades digitais dos
bovinos é multifatorial e alguns fatores envolvidos ainda néo foram totalmente
esclarecidos, ndo se deve descartar a possibilidade dos tipos sanguineos
participarem da epidemiologia dessas doencgas. Entretanto, para se confirmar
essa possibilidade é preciso desenvolver estudos cientificos consistentes.
Sabidamente, para se estabelecer medidas preventivas e de controle eficientes
€ preciso conhecer profundamente os fatores de risco e 0s mecanismos das
enfermidades. Mas, mesmo diante de inumeras duvidas, protocolos
terapéuticos, incluindo antibiéticos e antissépticos, tém sido empregados no
tratamento das diferentes doencas digitais (BERGSTEN et al.,, 2006;
SHAHABADDIN et al., 2007; SILVA et al., 2007a; BERRY, 2009; LOUREIRO et
al., 2010). Porém, os resultados muitas vezes s&o incertos e ineficazes,
combinados com 0s custos expressivos e as exigéncias de auséncia de
residuos no leite e carne, sobretudo quando associados ao uso de antibiotico
sistémico (LAVEN & LOGUE, 2006). Essa situacao reforca a preocupacédo em
ampliar os conhecimentos sobre os fatores de risco envolvidos na génese das

enfermidades digitais.

2.1.3 Protocolos terapéuticos empregados no tratamento da dermatite digital

Algumas pesquisas descreveram que o0 tratamento cirdrgico
associado a antibioticoterapia local, substancias antissépticas e cicatrizantes e
passagem em pediluvio influenciaram positivamente na recuperacao de lesées
de dermatite digital bovina (LAVEN & LOGUE, 2006; BERRY, 2009). Além dos
beneficios da antibioticoterapia sistémica em bovinos que apresentam lesdes
moderadas ou intensas (SILVA et al., 2007b; LEAO et al., 2008), um estudo
cientifico envolvendo o uso parenteral de cobre na prevencéo de enfermidades
podais mostrou ocorréncia reduzida de tais afec¢cdes quando comparado com
animais nao submetidos ao referido tratamento (SILVA et al., 2006).

O emprego de pedilavio contendo produtos quimicos com acgéo

desinfetante tem sido uma pratica rotineira em muitos criatérios de animais com
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aptidao leiteira. Geralmente, as substancias mais utilizadas, como o hipoclorito
de sodio e sulfato de cobre, facilitam a remocdo da matéria organica
acumulada no casco, o que contribui, tanto para a profilaxia como para o
tratamento das afeccbes podais (SILVA et al.,, 2007a; SILVA et al., 2007b;
LEAO et al., 2008). Apesar da eficiéncia do hipoclorito de s6dio em solucdes de
pediluvio, devido a alta volatilizagéo e afinidade do cloro pela matéria organica,
a solucdo tem que ser substituida frequentemente apds a passagem dos
animais, tendo um rendimento inferior a outras solucdes, o que pode elevar 0s
custo e demandar mais mao-de-obra (SILVA et al., 2007b), ressaltando a
importancia da contaminacdo da solucdo de hipoclorito em pedilGvio, por
matéria organica, o que tornaria ineficaz o tratamento. Por fim, uma das
maiores implicacfes da utilizacdo de compostos clorados é a irritacdo causada
a via respiratéria, pela volatilizacdo do produto, bem como a irritacdo tépica
(ZOCK et al.,, 2009). Mesmo assim, AMARAL et al. (2004) e SANTOS &
FONSECA (2007), recomendaram o uso desse produto na desinfeccdo de
ordenhadeiras e no pré e pos-dipping.

O cobre que também € utilizado como agente antisséptico em
solucdes de pedilivio em diferentes concentracbes (3-10%) jA4 se mostrou
eficaz no tratamento de doencas digitais (BERGSTEN et al., 2006; MOURA,
2008). CUNHA (2000) utilizou a solucéo de sulfato de cobre a 5% associado a
um antibiético parenteral no poés-operatério de bovinos acometidos por
pododermatite necrosante, circunscrita e erosao de taldo, concluindo que sua
utilizacdo foi mais eficiente do que quando utilizado somente a
antibioticoterapia. LEAO et al. (2008) também obtiveram sucesso na utilizacio
da solucéo de sulfato de cobre no pds-operatorio de lesbes podais em bovinos.

No Estado do Colorado, nos Estados Unidos, também tem sido
relatado o emprego do sulfato de cobre para o controle de doencas digitais
infecciosas, desde que a solugdo usada no pedilivio seja trocada apos a
passagem de 250 animais ja que, segundo os autores, a eficacia também pode
ser diminuida devido a presenca de matéria organica (GREENOUGH, 2007).
Outros trabalhos cientificos também comprovaram a eficacia dessa solucéo
para reduzir a erosao de taldo (BERGSTEN et al., 2006) e a dermatite digital
(SPEIJERS et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2010). Porém, as solu¢des de sulfato
de cobre usadas em pedilivio tém sido descartadas com 0s chorumes e
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estercos, 0s quais sdo lancados no solo como adubo. Dependendo da dose e
frequéncia, o cobre pode se acumular no solo e inibir o crescimento de
microrganismos benéficos (EPPERSON & MIDLA, 2007; JOKELA et al., 2010).
Portanto, produtos isentos de cobre em sua composicdo devem ser
considerados para o uso em pedilavio.

Outros principios ativos também sdo recomendados na prevencéo e
tratamento das enfermidades digitais como o sulfato de zinco, a cal clorada e o
formol. Assim como sulfato de cobre, o sulfato de zinco é caro e também se
combina com matéria organica perdendo rapidamente sua eficacia. O formol,
apesar de menos oneroso e eficiente a 5%, mas pode ser cancerigeno e
ocasionar necrose na pele e na zona coronaria do casco dos animais (PECHIN
et al., 2001). Entdo, se por um lado reduz carga bacteriana, por outro pode
ocasionar lesbes no espaco interdigital (GREENOUGH, 2007). Pesquisadores
como CUNHA et al. (2002) testaram também o efeito antimicrobiano do
hidréxido de calcio e atribuiram ao produto acdo bacteriostatica inferior ao
sulfato de zinco e cobre.

Uma nova alternativa na prevencao e tratamento das enfermidades
digitais tem sido estudada, sendo o uso de fitoterapicos que podera contribuir
para nao inibir o crescimento microbiano natural no solo, permitindo a
incorporacdo da matéria organica na terra. Mas, poucas pesquisas foram
desenvolvidas usando extratos de produtos naturais. MITIDIERO (2002)
mencionou o0 uso de solucdes a base de extrato de barbatimdo em pedillvio
para bovinos, contudo, sem informar a concentracdo. Essa préatica de uso de
produtos a base de extrato de plantas medicinais, em medicina veterinaria,
também foi sugerida por MARTINS et al. (2003), FRANCO et al. (2005),
MENDONCA et al. (2008) e SILVA et al.( 2009).

2.1.4 Fatores que podem interferir negativamente na reparacdo de lesdes

digitais

Na escolha da antibioticoterapia sistémica deve-se levar em
consideracéo o veiculo do medicamento, o tempo de tratamento, a condigdo

geral do animal e a caracteristica clinica das lesbes. Em lesbes que
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apresentam tecido necrotico torna-se necessaria a remocao cirdrgica, uma vez
que a distribuicio do medicamento no sitio de acdo fica dificultada.
Adicionalmente, os veiculos oleosos tém uma absor¢do mais lenta (TRENT &
REDIC-KILL, 1997), dai a importancia de se realizar a curetagem das lesdes
antecedendo a aplicacdo de medicamentos, principalmente quando utilizados
topicamente (CUNHA, 2000; LEAO et al., 2008).

Em épocas chuvosas e locais iumidos, o sucesso do tratamento com
medicamentos tépicos pode ficar comprometido, pois o tempo de contato do
medicamento na area da lesdo € reduzido (SILVA et al., 2009). Segundo
EPPERSON & MIDLA (2007) e GREENOUGH (2007), a presenca de sujidades
também interfere no tratamento das lesdes, sobretudo, quando sao utilizadas
solucbes em pedilavio. Outro fator importante € a frequéncia da troca de
solucbes, considerando o tempo de uso e numero de animais que passarao
pelo pedilivio, uma vez que o grau de volatilidade do produto, estercos e
outras sujeiras rapidamente diminuem a eficicia dos agentes quimicos. Assim,
recomenda-se ter antes do pedilavio um lava-pés contendo apenas agua, a fim
de diminuir a carga bacteriana e o efeito negativo das sujidades. Nesse
sentido, a troca das solu¢cfes apds a passagem de 250 a 300 animais também
ganha importancia. Para ADAS (2001) também é favoravel manter os animais
em locais secos, ap0s a passagem em solucdo sanitizante, até que os pés
tenham secado.

De uma maneira geral, na escolha do protocolo de tratamento deve-
se considerar o manejo adotado para os animais, em cada propriedade, a
expectativa do proprietario quanto a categoria animal a ser tratado, o tipo de
medicamento e a disponibilidade de mé&o-de-obra que venha a executar a
tarefa recomendada. Ressalte-se ainda o fator econdbmico quanto aos custos
dos medicamentos, o tempo de tratamento e o descarte de leite, condicbes que
influenciam na escolha do protocolo (TRENT & REDIC-KILL, 1997).

2.2 Fitoterapia

A fitoterapia compreende o emprego terapéutico de medicamentos a
base de vegetais e é tdo antiga quanto a civilizacdo humana (YUNES et al.,
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2001; CORDEIRO et al., 2005; MARINHO et al., 2007). No Brasil, a utilizacéo
de plantas no tratamento de doencas teve forte influéncia das culturas
indigena, africana e europeia. Os indios as utilizavam dentro de uma visdo
mistica, 0S negros procuravam expulsar a doenca por meio de exorcismo e 0s
europeus, em especial os padres que vieram para o Brasil, elaboravam receitas
chamadas botica dos colégios (MARINHO et al., 2007). Contudo, a partir da
segunda metade do século XVII, com a Revolugcdo Industrial e o
desenvolvimento da quimica organica, os produtos sintéticos foram priorizados
no tratamento de doencas, pois havia maior facilidade de obtencdo de
compostos puros. Entdo, desenvolveram-se farmacos mais ativos e seguros e
o poder econdmico das grandes companhias farmacéuticas aumentou
(CORDEIRO et al., 2005).

Devido a criacdo de novos protocolos medicamentosos, 0S recursos
terapéuticos de origem natural passaram a ser considerados como uma
alternativa associada a populagbes de baixo nivel educacional e poder
aquisitivo, ou fundamentada em supersticbes, sem maior significado
farmacéutico. Mas, mesmo assim, 0s produtos naturais ndo perderam
totalmente seu espaco na terapéutica e vém sendo retomados, fundamentados
em resultados cientificos e integrados num conjunto de principios que visam
nao apenas curar algumas doencas, mas restabelecer o homem a vida natural.
Tudo isso, porgue se sabe que os medicamentos semissintéticos e sintéticos
podem apresentar diversos efeitos colaterais, além de custo elevado
(CALIXTO, 2000; RATES, 2001; CORDEIRO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2005;
MARINHO et al., 2007).

Para a satisfacdo de muitos, os avancos na area cientifica
permitiram o desenvolvimento de fitoterapicos reconhecidamente seguros e
eficazes (RIBEIRO et al.,, 2005). Normalmente sdo comercializados como
preparacdes padronizadas na forma de liquido, extrato em pé ou viscosos. Os
extratos fluidos sdo preparados por maceracao, percolacdo ou destilagéo,
sendo usados produtos como o etanol, 4gua ou as misturas de etanol e de
agua. Ja os extratos solidos séo preparados por evaporacdo dos solventes
utilizados no processo de extracdo da matéria-prima. Nesses diversos

processos, também é possivel remover, quando necessario, alguns metabdlitos
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secundarios presentes nas plantas, que podem produzir efeitos secundarios
indesejaveis (CALIXTO, 2000).

Para CALIXTO (2000), alguns agentes fitoterapicos sédo altamente
concentrados, a fim de melhorar sua eficacia terapéutica. No entanto, uma
caracteristica basica dos agentes fitoterapicos € o fato de que, normalmente
ndo possuem forte acdo farmacoldgica imediata, por isso ndo sao utilizados
para tratamento de emergéncia.

Segundo FONSECA & LIBRANDI (2008), o comércio de plantas
medicinais e produtos fitoterapicos encontra-se em expansao em todo o
mundo, porém a méa qualidade e a falta de padronizacdo desses produtos
comprometem a importancia das plantas medicinais. No Brasil, 119 empresas
foram cadastradas como detentoras de registros fitoterapicos. Destas, as dez
maiores detém 43% dos registros e a concentracdo € maior na regido Sudeste
e Sul do pais. A participacdo da regido Nordeste e Centro-Oeste ainda é
pequena.

Para CARVALHO et al. (2007) € possivel notar que a industria de
fitoterapicos segue um padrdo de desenvolvimento e distribuicdo similar as
industrias de medicamentos sintéticos. Esses representam uma parcela
significativa no mercado de medicamentos e estima-se que o setor movimente,
globalmente, US$ 21,7 bilhbes por ano. No Brasil, presume-se que seja em
torno de 160 milhdes por ano (YUNES et al., 2001). Acrescente-se que cerca
de 25% dos medicamentos prescritos mundialmente séo de origem vegetal e,
entre os 252 farmacos basicos ou essenciais selecionados pela OMS, 11% sédo
exclusivamente de origem vegetal e uma parcela expressiva € preenchida por
medicamentos sintéticos, obtidos a partir de precursores naturais (RATES,
2001).

O Ministério da Saude, no Brasil, regulamentou os procedimentos de
producdo de medicamentos fitoterapicos, que é regida pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, responsavel pelo registro de medicamentos e
outros produtos destinados a saude. Dentre as diversas a¢fes da Vigilancia
Sanitaria destaca-se o controle sanitario de produtos, visando gerenciar os
possiveis riscos a saude em todas as fases da cadeia produtiva. Portanto,
todos devem ser registrados na ANVISA, a fim de garantir que a populagao
tenha acesso a medicamentos seguros, eficazes e de qualidade comprovada
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(CARVALHO et al., 2007). A principal legislacdo em vigéncia que regulamenta
0 registro de fitoterdpicos € a Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n°
14/2010. Nesta, estédo estabelecidos todos 0s requisitos necessarios para a sua
concessao, 0S quais se baseiam na garantia e qualidade por meio de
avaliacdes da matéria prima, dos derivados da droga vegetal e do produto final
(BRASIL, 2010).

O Brasil abriga aproximadamente 55 mil espécies de plantas, quase
um quarto de todas as espécies conhecidas e destas, dez mil podem ser
medicinais e aromaticas (MARINHO et al., 2007). Esta rica biodiversidade &
acompanhada por uma longa aceitacdo de uso de plantas medicinais e
conhecimento tradicional associado (CARVALHO et al., 2007). Porém, existem
107 espécies vegetais ameacadas de extincdo e destas, 54 sdo plantas
medicinais. Fatores como o avanco das fronteiras agricolas e o desmatamento
do cerrado tém contribuido acentuadamente para esse cenéario de extingao
(HERZOG-SOARES et al., 2002).

Outra ameaca € o extrativismo, pois com o objetivo de suprir o
comércio de plantas medicinais, acaba-se praticando extrativismo predatoério
que, no Brasil, mais de 50% das espécies exportadas sdo adquiridas no seu
habitat natural (CASTRO et al., 2009). Como efeito dessa situacao, inUmeras
plantas de multiplas utilidades, especialmente as medicamentosas, estao
desaparecendo, como o barbatim&o, o jatoba, a copaiba, o chapéu-de-couro, a
lobeira e a arnica, dentre outras, que lamentavelmente vém sendo exploradas
de forma irracional. No Estado de Goias, um dos fatores que tem contribuido
para isso sao as atividades devastadoras como das carvoarias, madeireiras e
de proprietérios rurais que desmatam para formacao de pastagens e cultivo de
lavouras. Como nao existem acdes reparadoras para minimizar as
consequéncias, é possivel que num futuro bem préximo isso esteja em uma
proporcao dificil de mensurar e reverter (MARCOVITCH, 2006).

As plantas com propriedades medicinais como o barbatim&o estéao
sendo estudas, com isolamento e identificagdo dos principios ativos e avaliagdo
de suas propriedades farmacoldgicas (ARDISSON et al.,, 2002; HERZOG-
SOARES et al., 2002; ORLANDO, 2005)
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2.2.1 Barbatimao

O barbatiméo, cientificamente conhecido como Stryphnodendron
adstringens (Martius) Coville (Figura 1), apesar de ainda ndo compor a lista de
registros de fitoterapicos, tem sido amplamente estudado por inameros
pesquisadores. Possui variadas indicagcbes terapéuticas, sendo uma planta
medicinal de grande relevancia (ARDISSON et al., 2002; HERZOG-SOARES et
al., 2002; REBECCA et al.,, 2002; ORLANDO, 2005; FELIPE et al., 2006;
ISHIDA et al., 2006; SANTOS et al., 2006; SOUZA & FELFILI, 2006; MACEDO
et al., 2007; SOUZA et al., 2007; FONSECA & LIBRANDI, 2008; SOARES et
al., 2008).

O extrato da casca vem sendo amplamente empregado na Medicina
e Medicina Veterinaria de diversas formas e no tratamento de distintas lesées.
Em levantamento realizado por RODRIGUES & CARVALHO (2001), na regiao
do Alto Rio Grande, em Minas Gerais, verificou-se que o barbatimdo se
encontra entre as 20 plantas mais utilizadas como fitoterapicos na medicina
popular. Em outro estudo realizado no cerrado de Roraima, PINTO & MADURO
(2003) listaram o Stryphnodendron sp, entre os seis produtos e subprodutos de
origem vegetal mais comercializados para fins terapéuticos, como cicatrizante,
anti-hemorragico, e na especialidade ginecolégica. Conforme descrito por
SOUZA & FELFILI (2006), por meio de um estudo etnobotanico na regidao de
Alto Paraiso-GO verificou-se que dentre as 103 espécies de plantas vegetais
nativas utilizadas pela comunidade, tanto urbana como rural, est4 incluido o
barbatimdo. De forma similar, NUNES et al. (2003) constataram que o
barbatimdo estd entre as cinco plantas medicinais mais consumidas, ficando
em terceira colocacdo. MACEDO & FERREIRA (2004) afirmaram que na regido
da Bacia do Alto Paraguai -MT, o barbatimdo também ganhou destaque para

uso dermatoldgico.
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FIGURA 1 — Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville. Planta tipica do
cerrado conhecida como barbatimdo
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Além do efeito medicinal do extrato da casca do barbatiméo,
acredita-se que seja possivel empregar tal extrato como herbicida na
agricultura. Sobre o assunto, empresas do setor agroquimico preocupadas com
0 meio ambiente, principalmente com os residuos de herbicidas e inseticidas
convencionais, tém sinalizado interesse em utilizar a planta para substituir tais
produtos, que provocam danos irreparaveis a natureza. PETACCI et al. (2001),
testando o potencial fitotbxico e alelopatico do Stryphnodendron sobre a
germinacdo de sementes de hortalicas, sugeriram que o barbatimdo pode ser
um forte candidato para a obtencdo de compostos bioativos que agem como
herbicidas. Em uma pesquisa realizada por LINS et al. (2009), foi descrito que
o barbatimdo pode ser aproveitado em plantios mistos na recuperagdo de
areas degradadas e de preservacao permanente, pois € pouco exigente.

Embora os beneficios do extrato do barbatimdo sejam notérios, deve
ser usado com cautela, assim como qualquer outro produto, pois dependo da
via de administracdo, dose e tempo, pode causar efeitos colaterais indesejaveis
ao animal (REBECCA et al., 2002). Essa adverténcia ressalta a importancia da

caracterizacdo quimica e farmacoldgica do produto, com realizacdo de testes
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de seguranca e de eficacia terapéutica do medicamento (RATES, 2001;
RIBEIRO et al., 2005).

O barbatim&o pode ser relacionado com outros eventos de grande
importancia para a natureza. Seus frutos servem como alimento de insetos e
herbivoros, mas se ingerido em altas quantidades e com frequéncia pode
desencadear um quadro de intoxicacdo. Mas, ha que se considerar que essas
plantas utilizam como mecanismo de protecdo a producdo de substancias
quimicas, que as tornam menos palataveis e, por conseguinte, resulta na
reducado da predacédo (SANTORO et al., 2004; BARBOSA et al., 2007).

Dentre todas as ac¢Oes do barbatimdo, o efeito positivo sobre o
processo cicatricial tem sido estudado. Comparando o efeito do extrato dessa
planta com o0 de outras, na cicatrizacdo de pele por segunda intencdo em
equinos, MARTINS et al. (2003) relataram que estatisticamente os resultados
foram similares, mas ressaltaram que o barbatim&o apresentou efeito benéfico
ao processo de fibroplasia, reparacdo e retracdo da ferida, favorecendo a
reepitelizacdo em relacdo aos outros fitoterapicos testados. FRANCO et al.
(2005), também tratando feridas em éguas, expuseram que, histologicamente
as lesdes tratadas com extrato de barbatimdo mostraram melhores resultados
de cicatrizacdo quando comparadas as feridas tratadas com pomadas a base
oxido de zinco e sulfanilamida.

Estudando o processo de cicatrizacdo de feridas tratadas com
solucdo aquosa de barbatimdo em camundongos, EURIDES et al. (1996)
relataram que essa solucdo auxiliou na reparacédo das feridas. Avaliando os
aspectos sanitarios e de producdo na bovinocultura leiteira, MITIDIERO (2002)
relatou a adocédo de fitoterapia a base de Stryphnodendron barbatimdo na
forma de pomada a 10% para rachaduras, traumas e verrugas dos tetos e, em
forma de tintura mae 20% diluida a 0,5% no pedilavio para tratamento de
rachaduras e ferimento nos cascos de vacas. O autor ndo descreveu nenhum
resultado especifico do uso desse fitoterapico, mas relatou que o mesmo teve
aceitacdo pelos envolvidos durante a fase de experimentacdo. SILVA et al.
(2009) descreveram o0 uso do barbatimdo na forma de pincelamento e no
pedilavio no tratamento de enfermidades digitais.

Analisando todas as vantagens proporcionadas pelos fitoterapicos,

como eficacia e menor valor residual, além das indicacBes terapéuticas,
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acredita-se que, se comprovada cientificamente a eficacia do barbatimao na
cicatrizagao de feridas de bovinos, o extrato da casca dessa planta se constitua
em opc¢do vidvel no tratamento e prevencdo das enfermidades digitais, em
especial para o uso em pedilavio. Acrescente-se que, por ser um produto de
composicdo apenas vegetal, espera-se que nao deixe residuos no solo que
possam trazer consequéncias negativas, ao longo do tempo. Essa
possibilidade tem encorajado muitos pesquisadores a demandarem recursos
financeiros para realizacdo de pesquisas cientificas, pois 0s residuos
medicamentosos deixados por antibioticos e antissépticos empregados em
solugcbes de pedilavio, talvez por ndo serem manejados corretamente,
contaminam o0 meio ambiente e podem comprometer a saude animal e

humana.

- Composicao do extrato da casca do barbatimdo e mecanismo de agao

Toda planta produz metabdlitos primarios e secundarios, sendo
agueles responsaveis pela manutencdo das funcdes basicas da raiz, caule,
galhos, folhas, flores e frutos. Ja os constituintes quimicos secundérios séo
encontrados nos vacuolos celulares das plantas, mas ndo interferem no
metabolismo das mesmas. Somente apds lesdo as plantas agem e tém
metabolismo eficiente, ou seja, metabolizados em resposta a estimulos
estressantes. S&o descritos como constituintes quimicos vegetais 0s
alcaloides, terpenos, estibenos, esterdides, saponinas, inibidores de proteases
e taninos. Os taninos compostos de uma ampla variedade de vegetais como o
barbatimdo, podem ser encontrados nas raizes, cascas, folhas, frutos,
sementes e na seiva (BATTESTIN et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2004;
OLIVEIRA & FIGUEIREDO, 2007). Além deste composto, o barbatim&o contém
substancias mucilaginosas e resinosas e, analises realizadas com fragfes de
taninos revelaram a presenca de varios flavonoides, flobafenos e
proantocianidinas biologicamente ativas (FONSECA & LIBRANDI, 2008).
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Tanino

O termo tanino, derivado do vocabulo tanante, que significa curtir, foi
o nome dado a infusdo de cascas de arvores na qual as peles dos animais
eram tratadas para a obtencdo de couros flexiveis e de grande durabilidade
(QUEIROZ et al., 2002). Quimicamente sdo compostos fendlicos provenientes
do metabolismo secundario vegetal, os quais prestam grande interesse
ecologico e econémico. Apresentam amplo valor nas interacdes entre a planta
e seu ecossistema, exercendo papéis importantes como fago inibidores contra
herbivoros ou como agentes microbianos. A maioria desses compostos ndo é
encontrada no estado livre, sendo definidos como polimeros fendlicos soluveis,
sob forma de ésteres ou de heterosideos, sendo, portanto, sollveis em agua e
em solventes organicos polares (QUEIROZ et al., 2002; MONTEIRO et al.,
2005).

Os taninos apresentam alto peso molecular, de 500 a 3000 daltons,
e contém grupos hidroxila-fendlicos em quantidade suficiente para permitir a
formacdo de ligacdes cruzadas com proteinas. Na forma ndo oxidada, os
taninos reagem com proteinas por meio de pontes de hidrogénio ou ligacbes
hidrofébicas. Quando oxidados, os taninos se transformam em quinonas, as
quais formam ligacdes covalentes com alguns grupos funcionais das proteinas,
principalmente os grupos sulfidricos. Segundo a estrutura quimica, 0s taninos
sdo classificados em dois grupos: os hidrolisdveis e condensados ou
proantocianidinas (NOZELLA, 2001; MIN & HART, 2003; BATTESTIN et al.,
2004; MONTEIRO et al., 2005).

a) Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis estdo presentes em folhas e cascas e sao
constituidos de misturas de fendis simples também ésteres de galotaninos e de
elagitaninos e acucares que produzem, respectivamente, acidos galicos e
elagicos apos hidrolise (Figura 2). Apresenta-se em menor quantidade que os
condensados (BATTESTIN et al., 2004; MONTEIRO et al., 2005; SOARES et
al., 2008) e sao unidos por ligacbes eéster-carboxila, sendo prontamente
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hidrolisaveis em condicbes acidas ou basicas. A unidade basica estrutural
desse tipo de tanino € um poliol, usualmente D-glucose, com seus grupos
hidroxilas  esterificados pelo &cido gélico (galotaninos) ou pelo
hexadihidroxifénico (elagitaninos) (BATTESTIN et al., 2004).
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FIGURA 2 - Estruturas moleculares: (1) galotaninos, (2) acido gélico (A) e
digalico (B), (3) elagitaninos, (4) acidohexahidroxidifénico e (5)
acido galico. Fonte: BATTESTIN et al. (2004)

b) Taninos condensados

Amplamente encontrados em vegetais, os taninos condensados ou
proantocianidinas, assim denominadas por apresentarem pigmentos
avermelhados, sdo polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol
(leucoantocianidinas), produtos do metabolismo do fenilpropanol (Figura 3)
(MONTEIRO et al., 2005). Os taninos condensados podem conter de duas a 50
unidades flavonoides, possuem estruturacdo complexa e sdo resistentes a
hidrolise, mas podem ser sollveis em solventes organicos aguosos,
dependendo da estrutura. Também sdo responsaveis pelo efeito adstringente
(BATTESTIN et al., 2004).
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Flavan-3-ol {b) Procianidina (c)

FIGURA 3 — Formula estrutural molecular dos taninos condensados: (a) um
flavonoide genérico, (b) flavan-3-ol e (c) procianidina (taninos
condensados). Fonte: QUEIROZ et al. (2002)

Conforme descrito por HASLAM (1996), MONTEIRO et al. (2005) e
SOARES et al. (2008), os taninos tém habilidade em formar complexos
insoliveis em agua com proteinas, gelatinas e alcaléides. Esses compostos
sao responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais, uma
vez que ha precipitacdo de glucoproteinas salivares, o que ocasiona a perda do
poder lubrificante. A ligacdo entre os taninos e proteinas ocorre provavelmente
por pontes de hidrogénio entre os grupos fendlicos dos taninos e determinados
sitios das proteinas, oferecendo estabilidade duradoura a essas combinagdes.

Por serem fendlicos, os taninos sdo muito reativos e as pontes de
hidrogénio podem ser formadas tanto intra como intermolecular. Um mol de
tanino pode ligar-se a doze moles de proteinas, contudo, para a formacgéo
destas ligacbes € necessario que o peso molecular dos taninos esteja
compreendido entre limites bem definidos, pois se muito elevado, a molécula
ndo pode se intercalar entre os espacos interfibrilares das proteinas e
macromoléculas. Se extremamente baixo a molécula fendlica se intercala, mas
ndo forma um numero suficiente de ligacbes que assegure a estabilidade da

estrutura formada (MONTEIRO et al., 2005). Os compostos fendlicos exercem
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seus papéis em virtude de trés propriedades gerais, sendo: formacédo de
complexo com ions metélicos (ferro, manganés, vanadio, cobre, aluminio,
calcio, etc); atividade antioxidante, sequestrando os radicais livres e,
capacidade de formacéo de complexos com outras moléculas como proteinas e
polissacarideos (HASLAM, 1996).

Os compostos com taninos, fundamentando-se principalmente nas
suas propriedades adstringentes, exercem efeito antidiarreico, antisséptico e
impermeabilizam as camadas da pele e mucosas que estdo expostas,
protegendo as camadas subjacentes. Além disso, ao precipitar proteinas séo
hemostaticos e propiciam efeito antimicrobiano e antifiingico. No processo de
cura de feridas, queimaduras e inflamagdes, os taninos formam uma camada
protetora sobre os tecidos lesionados, o que caracteriza o complexo tanino
proteina e/ou polissacarideos. Abaixo dessa camada, 0 processo de cura pode
ocorrer naturalmente (MONTEIRO et al., 2005; SOARES et al., 2008).

Ao tanino presente no extrato de barbatim&o atribui-se a atividade
farmacoldgica, principalmente aos taninos condensados que variam de 20% a
50% (JACOBSON et al., 2005; OLIVEIRA & FIGUEIREDO, 2007; SOUZA et
al., 2007), sendo a quantidade dependente da origem, tipo da amostra e das
condi¢cdes climéaticas e geograficas da regido onde encontra-se a planta
(BATTESTIN et al., 2004; MONTEIRO et al., 2005). Pesquisas realizadas com
folhas, cascas e caule do S. adstringens evidenciaram que as folhas
apresentam maior teor de compostos fendlicos, principalmente flavonéides
(MACEDO et al., 2007). Em decorréncia desses altos teores de tanino a planta
tem grande importancia ndo s6 no campo da fitoterapia como também nas
industrias de couros e de tintas (JACOBSON et al.,, 2005; FONSECA &
LIBRANDI, 2008).

2.3 Processo de reparacgao tecidual

A reparacédo tecidual € um processo complexo, continuo e dinamico
de atividade celular que, uma vez estabelecida a lesdo, ocorre a reorganizacao
dos tecidos no local, de maneira a restaurar a fungéo e estruturas normais. A

medida que a lesdo evolui para a cura, suas caracteristicas resultam da



25

sucessao ou sobreposicdo de eventos celulares e tissulares decorrentes da
ativacdo celular por mediadores quimicos. Dessa maneira a dindmica do
processo de reparo ocorre em trés etapas, sendo as fases inflamatdria,
proliferativa e de maturacdo (MANDELBAUM et al., 2003a; BALBINO et al.,
2005; TAZIMA et al., 2008).

ApOs um dano tecidual, as alteracdes nas células endoteliais, a
ruptura de vasos sanguineos e o extravasamento de seus constituintes incitam
compostos vasoativos a promoverem uma vasoconstricdo imediata, visando a
minimizacdo da perda sanguinea para o espaco extravascular. Ha formacao de
trombo rico em plaqueta e fibrina, promovendo o tamponamento dos vasos
rompidos e evitando a perda de constituintes circulatorios. Além disso, o
trombo atuard na coaptacdo das bordas da ferida protegendo o organismo
contra penetracdo de agentes exdgenos e alicercara a migracdo das células
responsaveis pelo desencadeamento do processo de reparo, disponibilizando
uma matriz proviséria (MANDELBAUM et al., 2003a; BALBINO et al., 2005).

A ativacao plaquetaria culmina na liberacdo de diversos mediadores
quimicos, dentre os quais o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), que promove vasodilatacdo e quimiotaxia de leucdcitos para o sitio da
lesdo (WERNER et al., 2005). As moléculas da superfamilia do fator de
crescimento transformador (TGF-b; TGF-bl, TGF-b2 e TGF-b3), as
guimiocinas, como as proteinas inflamatérias para macrofagos (MIPs; MIP-1a,
MIP-1b, MIP-2), a proteina quimioatraente de macréfagos-1 (MCP-1) e
interleucina 8 (IL-8), também participam ativamente nesse periodo (EFRON &
MOLDAWER, 2004). Dessa forma, ocorre o inicio da fase inflamatéria, que
persiste por um periodo de 48 a 72 horas e € caracterizada pela presenca dos
sinais classicos da inflamacédo, ou seja, dor, calor, rubor, tumor e perda da
funcdo (PERANTEAU et al., 2008).

Durante o rompimento dos vasos, um numero expressivo de
polimorfonucleares é extravasado para a superficie da ferida a fim de formar
uma barreira contra a invasdo de microrganismos. Os primeiros tipos celulares
a predominarem no sitio da lesdo sdo os neutrofilos que, além de suas
conhecidas atividades de producdo de proteases e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, estdo envolvidos nas reacdes de formacao tecido de

granulacao, recrutamento de macrofagos e mais neutrofilos que, em 24 horas,
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constituirdo 50% das ceélulas migradas ao local da lesdo. Em conjunto, os
vasos ndo lesados se dilatam e as células endoteliais sdo induzidas a
expressdo de proteinas de adesdo para leucdcitos, por meio da sintese de
fatores de crescimento e citocinas, responsaveis pela recomposicdo da
celularidade regional e restabelecimento da homeostasia tecidual
(MANDELBAUM et al., 2003a; EFRON & MOLDAWER, 2004; BALBINO et al.,
2005).

O PDGF e o TGF-b1 apresentam papel central para a infiltracdo de
neutrofilos, sendo liberados por plaguetas, macréfagos e fibroblastos,
imediatamente apoés a lesdo (WERNER et al., 2005). Devido a meia-vida curta,
apos o segundo dia essas células vao sendo gradativamente substituidas por
monaocitos, que se transformam em macrofagos na ferida (BALBINO et al.,
2005). J4 os macrofagos chegam a ferida, mediados principalmente pelas
proteinas inflamatérias para macrofagos (MIPs; MIP-1a, MIP-1b, MIP-2) e
proteina quimioatraente de macrofagos-1 (MCP-1), e apresentam capacidade
fagocitica, além de atuarem como células apresentadoras de antigenos e fonte
de fatores de crescimento e mediadores bioquimicos que ditam e sustentam o
processo de cicatrizagcdo (MANDELBAUM et al., 2003a).

Sequencialmente, a cicatrizacao evolui para a fase proliferativa, que
se estende até o 12°-14° dias. Essa fase € caracterizada pela
neovascularizacao, fibroplasia e reepitelizacdo, com formacdo de tecido de
granulacado. A transicao da fase inflamatoria para a proliferativa € marcada por
intensa proliferacao de fibroblastos e deposicdo de colageno no sitio da lesao.
A presenca desses componentes € modulada por fatores de crescimento
derivados de macréfagos, como o TGF-a e VEGF-A. Ocorre também aumento
no numero de mitoses, formacédo de tecido de granulacdo, marcado pela
génese de capilares sanguineos, além de intensa contracdo centripeta da
ferida (THEORET, 2005; ACKERMANN, 2009). Os fibroblastos ativados
produzem colageno no sitio da lesdo e, dessa forma, a matriz extracelular
comecga a ser substituida por um tecido conjuntivo mais forte e elastico
(HATANAKA & CURI, 2007). Simultaneamente ocorre neovascularizacao
mediada principalmente pelo VEGF-A. Nesse momento, a ferida apresenta-se
preenchida por um tecido hiperplasico, de coloracdo avermelhada, denominado
tecido de granulacdo, que é composto por macrofagos, fibroblastos e vasos
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neoformados, que estdo sustentados por uma matriz frouxa de fibronectina,
acido hialurdnico e colagenos tipo | e Il (MANDELBAUM et al., 2003a;
SAHOTA et al., 2004).

Na fase final do processo cicatricial, o tecido de granulacdo sofre
modificacdo em sua composi¢cdo. Sob estimulo de fatores de crescimento e
outros mediadores, as células endoteliais dos capilares intactos nas margens
da ferida comegcam a secretar colagenase e ativador de plasminogénio, que
promovem aberturas na parede desses vasos, permitindo que células
endoteliais migrem em direcao ao leito da ferida, recobrindo a lesdo. As células
epiteliais também podem expressar PPARs (receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma), contribuindo para uma rapida reepitelizacao
tecidual (HATANAKA & CURI, 2007). Gradativamente observa-se retorno a
aparéncia normal da pele ou formacdo de cicatriz, dependendo do grau e
extens&o do dano tissular (BALBINO et al., 2005; HOSGOOD, 2006).

Quando as lesbes acometem apenas a epiderme, ocorre
regeneracao tecidual, com retorno da integridade e atividade funcional do
tecido. No entanto, quando o dano tissular € mais acentuado e se estende a
porcBes da derme, acometendo glandulas, foliculos pilosos e outras estruturas,
0 processo resulta em reparacao tecidual. Nesse caso, embora a homeostasia
seja restabelecida, a atividade funcional do tecido apresenta-se comprometida
e, como a regido lesionada € substituida integral ou parcialmente por tecido
fibroso, observa-se formagcdo de cicatriz (MANDELBAUM et al.,, 2003a;
SAHOTA et al., 2004; BALBINO et al., 2005).

No Quadro 1 estdo descritos 0s principais mediadores bioquimicos
envolvidos no processo de cicatrizagdo de feridas cutaneas, bem como os tipos
celulares que modulam sua sintese e expressao e os efeitos desencadeados

pelos mesmos.
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QUADRO 1 - Tipos celulares, mediadores liberados e seus efeitos no processo
de cicatrizacéo

Tipos Principais mediadores Principais efeitos
celulares liberados desencadeados
presentes na
ferida
Plaguetas TGF-B, PDGF (PDGF-AA, PDGF- Formacéao do trombo
AB, PDGF-BB, PDGF-CC, plaquetario que tampona a
PDGF-DD), PAF, fibrinogénio, lesé@o e recrutamento de
fibronectina, tromboplastina neutroéfilos e mondcitos
Neutroéfilos IL-6, IL-8, IL-1, TNF-a,CTAP-III, Recrutamento de
TGF-B, HGF, MIP, HLE mondcitos/macrofagos
Monécitos/  TGF -a, TGF-b, VEGF-A, IL-6, IL- Quimiotaxia de mondcitos
Macréfagos 8, IL-1, TNF- a,RANTES, MIP-1a, e fibroblastos, proliferacao

MIP-1b, MCP-1, HB-EGF, HGF,

de fibroblastos,

MIP, MSP angiogénese e sintese de

colageno

FGF1, FGF2, FGF4, FGF7,
FGF10, IP-10, MCAF, IL-8,
eotaxina, PLGF, TGF-b, Cyr61

Fibroblastos

Maturacao e

remodelamento da matriz
extracelular e
angiogénese

MCP-1, FGF1, FGF2, TGF-B,
MIP-2, MSP

Queratinocitos

Células MCP-1

endoteliais

Abreviaturas: PDGF (Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas), EGF (Fator de
Crescimento Epidermal), FGF (Fator de Crescimento de Fibroblastos), VEGF
(Fator de Crescimento Endotelial Vascular), TGF (Fator de Crescimento
Transformante), Cyr61 (Fator de Crescimento de Tecido Conectivo (CTGF)
rica em cisteina 61), MIP (Proteina Quimioatraente para Macrofago), MIP
(Proteina Inflamatéria para Macrofago), HB-EGF (Proteina Ligante de
Heparina-Fator de Crescimento Epidermal), PLGF (Fator de Crescimento
Placentario), TNF (Fator de Necrose Tumoral), IL-1 (Interleucina-1), IL-6
(Interleucina-6),IL-8 (Interleucina-8), HGF (Fator de Crescimento de
Hepatdcito), MSP (Proteina Estimulante de Macréfago), HLE (Elastase
leucocitaria Humana (Adaptado de HATANAKA & CURI, 2007)

2.3.1 Tipos de colagenos e sequéncia de aparecimento no processo de

reparacao tecidual

Como componente essencial no processo de reparacao tecidual, o

colageno € sintetizado a partir dos fibroblastos e estd presente nas fases
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proliferativa e de remodelacdo da ferida (MANDELBAUM et al.,, 2003b;
BALBINO et al., 2005; ACKERMANN, 2009). E uma proteina de alto peso
molecular composta de glicina, prolina, hidroxiprolina, lisina e hidroxilisina que
se organizam em cadeias longas de trés feixes polipeptidios em forma de
hélice. A sustentacéo e a forca ténsil da cicatriz sdo atribuidas a deposicéo de
coldgeno (TAZIMA et al., 2008; BORSATO, 2009). A taxa de sintese de
coldgeno é dependente da oxigenacdo das ceélulas e da hidroxilacdo das
proteinas que o compdem. Essa hidroxilacdo é mediada por fibroblasto, em
presenca de coenzimas, zinco, ferro, testosterona, tiroxina e proteinas. Por
volta dos 28 dias, ha diminui¢do da producéo de colagenos, que culmina com o
inicio do processo de maturacao das fibras (TAZIMA et al., 2008; BORSATO,
2009)

Classicamente, os tipos de colageno sao divididos em fibrilar - tipos
[, 11, 1, IV e VIII, n&o fibrilar grande - tipos V, VI, VIl e Xll e de cadeia curta -
tipos IX, X e XllIl. Durante a cicatrizacdo os colagenos tipo I, Ill e VIII sédo os
mais importantes produzidos pelos fibroblastos. O tipo | corresponde a 90% do
colageno corporal. O tipo Il é mais encontrado em tecidos moles como derme
(20%), fascia e tecido de granulacéo (30% a 40%). O colageno tipo V pode ser
observado precocemente no processo de cicatrizagdao (TRUBIAN, 2004;
SOARES JUNIOR et al., 2010).

Dentre os mais importantes tipos de colagenos que sao produzidos
no processo de cicatrizagdo, 0s mais expressivos sao os tipos | e lll, presentes
na pele, vasos sanguineos e musculos (RICH & WHITTAKER, 2005;
HOSGOOD, 2006). O colageno tipo lll aparece primariamente na ferida, €
caracterizado como colageno jovem ou imaturo e confere aspecto
desorganizado as fibras. Ja o colageno tipo I, maduro, substitui o tipo Il em
cicatrizes antigas e se caracteriza pela maior organizacao de suas fibras (RICH
& WHITTAKER, 2005).

2.3.2 Métodos de avaliacdo da reparacéo tecidual

Para que o acompanhamento do processo de reparacdo tecidual

seja completo e para que o clinico possa intervir de forma sistematica visando
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a resolucdo do processo, 0 emprego de métodos complementares de avaliacao
torna-se essencial. Além disso, a utilizagdo de diferentes métodos de avaliacao
disponiveis confere uma caracterizagdo sistematica das lesdes, bem como a
avaliacdo precisa da resposta terapéutica. Dentres os métodos destaca-se a
avaliacdo clinica, morfométrica e histologica, achados de necropsia e
avaliacbes imunoistoquimicas das feridas (LOPES et al.,, 2005; BAJAY &
ARAUJO, 2006; GUL et al., 2008).

a) Avaliagdo clinica

O principal método para avaliacdo da evolucdo do processo
cicatricial € a observacdo macroscépica das lesdes, sendo fundamental
relacionar os achados com os resultados histolégicos. Particularmente, essa
avaliacdo pode ocorrer durante os exames clinico (LIMA, 2010) e necroscopico.
A fim de garantir melhor qualidade da investigacéo, alternativamente, pode-se
recorrer ao auxilio de lupas (MARTINS et al., 2006) e exame ultrassonografico
(JAYANTHI, 2009).

Os resultados do exame fisico permitem que se faca uma
associacao entre os achados e o tempo da instala¢éo da injaria tissular, sendo
possivel inferir a fase do processo cicatricial. Acrescente-se que a avaliacao
clinica atua como parametro fundamental para efetuar correlacdo com as
avaliac6es microscoépicas (HOSGOOD, 2006).

Nos primeiros dias ap6s o dano tissular observa-se,
macroscopicamente em feridas abertas, a presenca de coagulo sanguineo,
exsudato serossanguinolento ou purulento, auséncia de tecido de granulacéo e
pouca contracdo, compativeis com a fase inflamatoria da cicatrizacdo (LIMA,
2010). Quando as bordas da ferida encontram-se justapostas (cicatrizagao por
primeira intencdo), a reepitelizacdo pode se iniciar ainda nessa fase
(MALDELBAUM et al., 2003a).

Macroscopicamente, a fase proliferativa € marcada pela visualizagcéao
do tecido de granulacdo, que pode assumir aspecto variavel, desde
avermelhado e exuberante a roseo, esbranquigado, granular ou nodular, de

acordo com a quantidade de colageno e vasos sanguineos neoformados, o que



31

caracteriza também o inicio da fase proliferativa da ferida (MARTINS et al.,
2006; LIMA, 2010). A contracdo da ferida também é observada na fase
proliferativa e entre o 5° e 0 9° dias pds-lesdo, é notavel a diminuicdo do
diametro da leséo. Ressalta-se que a taxa de contracéo varia de acordo com a
localizacdo anatbémica da ferida e a flexibilidade do tecido adjacente. Ainda
nessa fase tem inicio a reepitelizacdo das extremidades da ferida, evidenciada
pela presenca de tecido roseo integro, localizado nas bordas da leséo (GUL et
al., 2008; MARTINS et al., 2006).

O processo final de cicatrizacédo, a fase de remodelacdo da matriz e
do coldgeno, € caracterizado por apresentar a superficie epitelial
completamente integra, onde a velocidade e a qualidade da deposicao na
matriz celular irdo determinar a resisténcia da cicatriz (FIRMINO, 2007).
Segundo MARTINS et al. (2006) e HATANAKA & CURI (2007), o tecido
apresenta coloracao résea devido a vascularizagdo e, com o amadurecimento
das fibras colagenas e apoptose dos vasos anteriormente formados, a lesédo
passa a apresentar coloracdo mais clara.

De um modo geral a avaliacdo clinica € o parametro basal para
avaliarmos a resposta do organismo animal e nos confere subsidios sobre o
comportamento macroscopico da lesdo durante a cicatrizacdo. E uma
avaliacdo essencial e em associagdo com as respostas dos testes
complementares confere um perfil completo da evolucéo da cicatrizacdo, sendo
procedimento de importancia sumaria principalmente em relacado a pacientes
portadores de feridas crénicas, doengas concomitantes ou outra condi¢do que
prejudica ou impede a resolugcéo do processo (LOPES et al., 2005; BAJAY &
ARAUJO, 2006; GUL et al., 2008.

b) Avaliacdo morfométrica

Na avaliacdo da cicatrizagédo de feridas, os testes morfométricos séo
empregados para a mensuracdo do didametro da area lesionada, a fim de
estabelecer um parametro comparativo entre a medida inicial da ferida e as
medidas obtidas durante a evolugdo do processo. Dessa forma, torna-se
possivel a determinacdo da taxa de contracdo da lesdo. Consiste em método
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simples, de facil aplicabilidade e por meio do acompanhamento da retracdo do
didmetro da lesdo em periodos definidos permite inferir se a lesdo esta
apresentando resposta a terapia instituida (EURIDES et al.,, 1996.; LIMA,
2010).

A morfometria pode ser realizada pela medicdo direta da area da
ferida durante exame fisico ou necroscopico, ou ainda, por meio de exame
ultrassonogréfico, tomografia computadorizada, ressonéancia magnética e, mais
atualmente, por meio da utilizacdo de softwares de mensuracdo na projecao
digital de imagens (GUL et al., 2008; MENEZES et al., 2008). Para a execucéo
da analise morfométrica torna-se indispensavel a utilizacdo de equipamentos
de precisdo. A régua milimetrada € um instrumento que pode ser utilizado para
a medicao das bordas da ferida, de onde se obtém o maior e o menor diametro
da lesdo. No entanto, o paquimetro € a ferramenta mais utilizada por
pesquisadores para determinacdo da area da ferida. Os paquimetros digitais
sdo os mais empregados atualmente, por conferirem medida mais acurada do
didmetro da lesdo (BRANCO NETO et al., 2006; MARTINS et al., 2006;
MENEZES et al., 2008; GARROS et al., 2006).

O campo que envolve o uso de ferramentas computacionais para
acompanhamento de lesGes dermatolégicas ainda é recente, porém cada vez
mais tem ganhado espaco, tanto na medicina quanto na veterinaria. Também
denominados testes de planimetria digital, tém a funcdo de tornar mais
objetivas e rapidas a apresentacdo e tabulacdo de resultados de mensuracéo
de imagens digitais de feridas, visando a analise quantitativa do processo, para
um acompanhamento sistematico do percentual de contracdo e evolucdo da
mesma (BRANCO NETO et al., 2006). No inicio, o alto custo dos programas
analisadores de imagem constituia fator limitante para esse tipo de avaliagao.
No entanto, com o0 advento das cameras digitais de precos acessiveis e
programas de analise de imagem disponiveis gratuitamente na rede facilitou o
desenvolvimento de técnicas de analise morfométrica de feridas e lesdes
cutaneas (SANTANA et al., 2008).

O meétodo consiste em posicionar uma camera digital a um
dispositivo de captura de imagens, mantendo esta a uma distancia constante
do animal. Dessa forma, efetua-se a captura da imagem e, apds tempo pré-
estabelecido, novas capturas fotograficas da lesdo séo efetuadas. Em seguida,
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as imagens sao transferidas para um software de mensuracdo de imagens,
para obtencdo das medidas inicial e final da leséo, tornando possivel a
obtencdo da taxa de contratacdo da ferida (BRANCO NETO et al.,, 2006;
GARROS et al.,, 2006; SANTANA et al., 2008; LIMA, 2010). Imagens
microscopicas também podem ser avaliadas por meio do teste de morfometria
digital de imagens, podendo-se proceder a contagem dos principais tipos
celulares presentes em uma lesédo cutanea em determinado periodo de tempo
(PARENTE et al., 2009).

C) Avaliacdo histopatologica

A analise histopatolégica da ferida é empregada especialmente em
associacdo a avaliacdo clinica do processo cicatricial e a interrelagédo entre as
caracteristicas macro e microscOpicas confere maior credibilidade aos
resultados (KUMMAR et al., 2005; HOSGOOD, 2006). Acrescente-se que essa
avaliacdo permite que uma analise ultra morfolégica acurada, e quando
realizada em periodos definidos fornece o perfil dos tipos celulares, fibras e
outras estruturas, bem como a atividade desses componentes no tecido
lesionado (BRANCO NETO et al., 2006; MARTINS et al., 2006).

Dentre os tipos de coloracbes empregados, a hematoxilia-eosina
(HE) permite a avaliagdo do processo cicatricial mediante a quantificacdo de
exsudato neutrofilico, deposicdo de fibrina, infiltrados poli e mononuclear,
neovascularizacao, necrose, proliferacéo fibroblastica, processo
granulomatoso, deposicdo de colageno e reepitelizacdo (EURIDES et al., 1996;
PARENTE et al., 2009; COELHO et al., 2010; LIMA, 2010; SOARES JUNIOR
et al., 2010). Em adicdo, métodos de coloracdo, como tricromico de Masson e
picrossirius servem para avaliar componentes como o colageno e determinar a
presenca de células especificas da inflamacdo (GABRIELLI et al., 2009;
PARENTE et al., 2009; SOARES JUNIOR et al., 2010).

No processo de reparacdo tecidual, histologicamente a fase
inflamatoria caracteriza-se pela presenca de exsudato, mondcitos e neutrofilos,
principalmente na fase inicial da inflamacdo. Ao final desse periodo, os
neutroéfilos sdo gradualmente substituidos por macréfagos e linfécitos, sendo o
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macrofago a célula inflamatéria mais importante dessa fase, o qual permanece
do terceiro ao décimo dia (MANDELBAUM et al., 2003b; BALBINO et al., 2005;
GARROS et al., 2006). A fase proliferativa envolve a migracdo de células
endoteliais, queratindcitos e principalmente fibroblastos, neovascularizacdo e
formacdo de tecido de granulacdo. Além da presenca de macrofagos,
fibroblastos e vasos neoformados o tecido de granulagéo é constituido por uma
matriz frouxa de fibronectina, acido hialurénico e colageno tipo | e Ill
(MANDELBAUM et al., 2003b; BALBINO et al., 2005). No final do processo
cicatricial, na fase de maturacdo, a renovacdo das células epiteliais e a
deposicao de colageno tornam-se mais intensos, com organizacdo das fibras
coldgenas e a neovascularizacdo diminui, devido a apoptose dos vasos
(MANDELBAUM et al., 2003b; BRANCO NETO et al., 2006; MENEZES et al.,
2008).

O colageno é um componente fundamental no processo de reparo
tecidual, sintetizado a partir dos fibroblastos e presente em abundancia nas
fases proliferativa e de maturacdo da ferida (HOSGOOD, 2006; RICH &
WHITTAKER, 2005). As fibras coladgenas desempenham um papel vital, ndo
apenas na manutencdo da integridade estrutural, mas também na
determinacdo da funcédo tecidual (RICH & WHITTAKER, 2005). Segundo
ACKERMANN (2009), o colageno é responsavel pela for¢ca e integridade dos
tecidos afetados, entretanto, convém ressaltar que a quantificacdo pura e
simples do colageno, ndo representa a quantificacao de sua forca tensil.

O método de picrossirius, um procedimento simples e sensivel para
a pesquisa de colagenos, cora as glicoproteinas e permite ainda identificar o
tipo de colageno, em virtude da birrefringéncia das fibras coldgenas que esta
ligada a natureza, espessura, entrelacamento e alinhamento das mesmas. Os
colagenos do tipo | sdo corados de vermelho, enquanto que os do tipo Il
coram-se de verde, por apresentar maior e menor birrefringéncia,
respectivamente (BORGES et al.,, 2007; PARENTE et al., 2009; SOARES
JUNIOR et al., 2010). Apesar de todas essas peculiaridades, o método ainda
tem utilizacdo limitada, pois depende de estrutura laboratorial mais elaborada,

como microscopio de luz polarizada, além de apresentar custo mais elevado.
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c) Imunoistoquimica

A imunoistoquimica € um método que, ao combinar técnicas
anatbmicas, imunologicas e bioquimicas, permite localizar componentes
tissulares ou celulares mediante a utilizacdo de anticorpos especificos
(TORRES et al., 2000). Fundamenta-se na conjugacao de marcadores distintos
com moléculas de imunoglobulinas, por meio da interagdo antigeno-anticorpo.
Os anticorpos, ao se ligarem aos seus antigenos celulares ou teciduais
correspondentes, por meio de reacdes bioquimicas e utilizagdo de
cromdgenos, produzem alteracdo de coloragdo visivel a microscopia de luz
Optica, sendo possivel identificar o antigeno especifico (WERNER et al., 2005;
BARRA, 2006).

Em relacdo ao processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas, a
imunoistoquimica é particularmente aplicada para identificar elementos
envolvidos nesse processo, como colagenos, miofibroblastos e vasos
neoformados (BARRA, 2006). Para cada um desses componentes ha um
anticorpo mono ou policlonal especifico. Para marcacao de colagenos tipo | e
[, utilizam-se anti-colageno | e anti-colageno lll, respectivamente. Para a
marcacdo de miofibroblastos emprega-se o anticorpo anti-a-actina muscular
lisa (actina a-sm) e para identificacdo de vasos neoformados, o anti-fator VIII,
também denominado fator anti-von Willebrand (EMERTCAN et al., 2008; HINZ
et al., 2001).

Em estudo para avaliagcédo dos efeitos da colagenase e do extrato de
Centella asiatica na cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos efetuou-se
avaliacdo imunoistoquimica para formacédo de 6xido nitrico (anti-iNOS), fator de
crescimento trasformante B (anti-TGF-B), angiogénese (anti-VEGF), fator de
crescimento transformante a (anti-TGF-a), membrana basal (anti-laminina),
fibronectina (anti-fibronectina), colageno tipo | (anti-colageno I) e interleucina 8
(anti-interleucina 8) (EMERTCAN et al.,, 2008). Dessa forma, foi possivel
demonstrar que a expresséao dos principais mediadores envolvidos no processo
de cicatrizacdo pode ser avaliada e quantificada, a fim de se estabelecer o real

papel destes frente a ocorréncia de um dano tecidual.



36

2.3.3 Fatores que interferem na cicatrizacao

Danos tissulares de qualquer natureza desencadeiam uma série de
eventos continuos, a fim de restaurar a funcéo das estruturas normais, 0s quais
caracterizam um fendmeno auto-regenerativo de qualquer organismo vivo
(BALBINO et al, 2005). Contudo, o processo de cicatrizacdo pode sofrer
interferéncia de varios fatores, seja pertinente a situacdo da ferida, tratamento
adotado ou estado geral do animal. Uma ferida asséptica tem melhor condicéo
de cicatrizacdo do que uma ferida traumatica, com presenca de sujidades e
tecidos desvitalizados. Em relacao a condi¢do geral do animal, a idade, estado
nutricional, oxigenacédo e perfusdo dos tecidos, uso de medicamentos e o
estado imunologico séo fatores que devem ser considerados (MANDELBAUM
et al., 2003a; TAZIMA et al, 2008).

A classificacdo das feridas constitui importante forma de
sistematizacao necesséria ao processo de avaliacdo e registro. Existem varios
parametros para a classificacdo das feridas: tempo de reparacdo tissular
(agudas e cronicas), causas, grau de contaminacdo das feridas e tipo de tecido
comprometido. As agudas sdo originadas de cirurgias ou traumas e a
reparacao ocorre em tempo adequado, sem complicacdes. As feridas crénicas
sdo aquelas que ndo sdo reparadas em tempo esperado e apresentam
complicacBes. Quanto as causas, as feridas podem ser cirirgicas, traumaticas
ou ulcerativas. Estas Ultimas s@o lesdes com necrose de todos os extratos
epidermais e exposi¢cao da derme, circunscritas, formadas pela perda tecidual,
resultantes de traumatismos ou doencas relacionadas com o bloqueio do
suprimento sanguineo. No que se refere ao grau de contaminagéo, as feridas
podem ser limpas, limpo-contaminadas, contaminadas e infectadas (PEREIRA,
2006; TAZIMA et al., 2008).

As estruturas comprometidas pela lesdo, que consiste basicamente
na descricdo anatdmica da profundidade da ferida, também s&o importantes
para avaliar a evolugcdo do processo de reparacéo tecidual. Por extensdo do
dano tissular citam-se a ferida superficial, que se limita a epiderme, ferida com
perda parcial envolvendo a epiderme e porcdo superior da derme, e a perda
total, em que h& destruicdo da epiderme, derme, tecido subcutaneo, podendo

invadir musculos, tendfes e 0ssos. Quanto ao aspecto da ferida, pode-se
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descrever a presenca de tecido necrético, exsudato ou secrecdo e tecido de
granulacao (SANTOS, 2000; TAZIMA et al., 2008).

3 JUSTIFICATIVA

Inicialmente, para se estabelecer meios que direcionem as acodes
relacionadas ao estudo da etiopatogenia, tratamento, medidas de controle e
profilaticas das enfermidades digitais, que sejam eficazes e duradouras, €
preciso ter conhecimento sélido sobre os impactos econémicos causados por
essas doencas na producdo de bovinos. No que diz respeito a dermatite digital,
muitos questionamentos ainda precisam ser esclarecidos, pois alguns fatores
predisponentes ainda nao foram identificados em sua plenitude, situacdo que
limita a adogdo de medidas direcionadas ao controle, profilaxia e tratamento.

Sobre os aspectos relacionados aos fatores predisponentes as
enfermidades digitais, uma possibilidade que vem sendo sustentada por alguns
pesquisadores, se refere a participacdo de fatores genéticos na génese de tais
enfermidades, como ocorre com o0s tipos sanguineos, predispondo a
determinadas doencas em humanos. Entretanto, em bovinos, na literatura
disponibilizada, o uUnico relato encontrado correlaciona o sistema M com a
ocorréncia de mastite, mas ndo com outras enfermidades. Contudo, outras
pesquisas relacionaram fatores sanguineos com a producdo e composicdo do
leite, conformacdo corporal e ganho em peso em bovinos. Portanto,
fundamentando-se nessas informagdes acredita-se na possibilidade da
participacdo dos tipos sanguineos na etiopatogenia de enfermidades digitais.

No que tange aos protocolos terapéuticos empregados no
tratamento das enfermidades digitais, os mais utilizados geralmente sao
onerosos e nem sempre resultam na cura completa das les0es.
Adicionalmente, os medicamentos empregados podem deixar residuos no
animal e ambiente, condicdo que pode favorecer o aparecimento de
implicacbes em outros animais, como intoxicaces e ainda comprometer a
saude do homem. Esses aspectos negativos e a facilidade de obtencdo de

plantas com poder medicinal tém estimulado produtores rurais, técnicos e
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pesquisadores a utlizarem produtos fitoterapicos no tratamento de
enfermidades dos bovinos e de outras espécies animais.

Particularmente nos bovinos, historicamente na regido Centro-Oeste
do Brasil, tem-se utilizado o extrato da casca do barbatimdo como auxiliar na
cicatrizacdo de feridas cirargicas no pés-operatorio de enfermidades digitais e
de outras intervengdes cirlrgicas, como apos colocacdo de fistulas rumenais.
Acredita-se que por ser um produto organico, os riscos a saude animal e do
homem e a contaminacdo do ambiente podem ser minimizados. Sobre o
assunto, alguns pesquisadores avaliaram a eficacia desse fitoterapico em
diferentes formulag@es, obtendo resultados favoraveis. Entretanto, dependendo
da formulacao utilizada, como gel, unguento, creme e pomada aumentam-se 0S
custos do tratamento, podendo limitar seu uso em animais de producéo.
Considerando esse aspecto, 0 uso de solucdo aquosa pode ser mais viavel.

Como os bovinos s&o animais de producdo e, geralmente as
enfermidades digitais apresentam altos indices de ocorréncia nos diferentes
sistemas de criacdo, é possivel que o0 extrato aquoso do barbatimdo seja
economicamente viavel como auxiliar na cicatrizacdo de lesdes digitais.
Contudo a forma de aplicacdo e o uso da solugdo menos concentrada, porém
eficaz, devem ser considerados como assunto de pesquisas cientificas.
Acrescente-se que, especialmente em pedilivio e mantendo os animais em
sistemas intensivos de producao, as informacgfes existentes sdo insuficientes
para garantir a indicacdo desse extrato para tratamento de enfermidades
digitais nessa modalidade de criacdo, justificando portanto, a presente

pesquisa.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Objetivou-se neste estudo pesquisar um fator de risco genético para

as doencas digitais e avaliar a eficacia do extrato da casca de barbatimao na

forma de solugdo em pedilivio como auxiliar no reparo de feridas cuténeas

induzidas no espago interdigital de bovinos.
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4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Identificar alguns grupos sanguineos, por meio de tipagem, de fémeas
bovinas das racas, Holandesa e Girolando, saudaveis e com dermatite digital

em diferentes graus e associa-los com a ocorréncia dessa doenca.

4.2.2 Avaliar o processo de cicatrizacdo de feridas cutéaneas,
experimentalmente induzidas no espaco interdigital de bovinos manejados
intensivamente, submetidos a aplicacdo tépica da solucdo de extrato de

barbatiméo a 5% depositada em pedilavio.
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CAPITULO 2 - ASSOCIACGAO ENTRE GRUPOS SANGUINEOS E A
OCORRENCIA DERMATITE DIGITAL BOVINA

RESUMO

No presente estudo identificaram-se os tipos sanguineos em fémeas bovinas
da raca Holandesa e Girolando, com lesGes de dermatite digital e saudaveis,
estabelecendo uma possivel relacdo com a ocorréncia dessas doencas.
Utilizaram-se neste estudo 100 fémeas bovinas, sendo 50 Holandesas e 50
Girolando, de duas propriedades rurais do estado de Goias, Brasil. Dividiram-
se as unidades experimentais em quatro grupos sendo: grupo de animais da
raca Holandesa saudaveis (GHS) e grupo com lesbes de dermatite digital
(GHL); grupo de animais da raca Girolando saudaveis (GGS) e grupo com
lesbes de dermatite digital (GGL). De todos os animais colheram-se 10 ml de
sangue, em tudo a vacuo, contendo anticoagulante, cujas amostras
refrigeradas foram encaminhadas ao laboratério de tipagem sanguinea, para a
realizacdo dos testes hemoliticos, para oito sistemas sanguineos de bovinos
sendo: A, B, C, F, J, L, S e Z. Estabeleceu-se a frequéncia dos fatores
sanguineos, e compararam-se as proporc¢des dentro de cada sistema, em cada
grupo de animais. Os dados foram analisados através do teste ndao-
paramétricos de Qui-quadrado e Exato de Fisher. Os resultados obtidos
mostraram alguma associacéo ente fator sanguineo e ocorréncia de lesdes de
dermatite digital, contudo, é necessario um estudo mais especifico sobre as
variantes protéicas de cada alelo em um universo maior de unidades
experimentais para estabelecer uma conclusdo mais precisa.

Palavras-chaves: bovinos, enfermidade digital, fator de risco, tipagem

sanguinea
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ABSTRACT

In the present study, the blood types of female Holstein and Girolando bovines
were identified. As some female bovines were healthy and others had dermatitis
lesions, the study attempted to establish a possible relation between blood
types and the occurrence of foot affections. One hundred female bovines (50
Holstein and 50 Girolando), from farms of Goias State, Brazil, were used. There
were four experimental units: group of healthy Holstein animals (GHH); group of
Holstein animals with digital dermatitis lesions (GHL); Group of healthy
Girolando animals (GHG); and group of Girolando animals with digital dermatitis
lesions (GGL). A 10 mL blood sample was colected from each animal, in a
vacuum tube with anticoagulant. The samples were refrigerated and sent to the
blood-typing laboratory for carring out the hemolysis tests for eight bovine blood
systems: A, B, C, F, J, L, S and Z. Blood factors frequency was established and
the proportions within each system were compared. The data were analyzed by
the non-parametric tests of Chi-square and Fisher’s exact, using the PROC
FREQ procedure, by the Statistical Analysis System software. The results have
shown associations being blood factor and the occurrence of digital dermatitis
lesions, however more specific studies are needed on the protein variants of
each allele in a larger universe of experimental units to establish a more
accurate conclusion.

Keywords: blood type, cattle, digital disease, risk factor
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INTRODUCAO

A identificagdo do grupo sanguineo em bovinos auxilia no controle
zootécnico, registro genealdgico, em programas de inseminacdo artificial,
transferéncia de embrides, identificacdo de paternidade, e, em especial, no
estudo de associacdes entre grupos sanguineos e caracteristicas de interesse
econdmico, tais como producédo leiteira, ganho em peso e resisténcia a
determinadas doencas (CAMINHAS et al., 1992; OLIVEIRA, 1996). Os grupos
sanguineos sao caracterizados pela presenca de estruturas macromoleculares
denominadas antigenos, os quais estdo localizados na superficie extracelular
da membrana dos eritrécitos. S&o compostos por proteinas, carboidratos ou
glicoproteinas, codificados indiretamente por alelos, segmentos genéticos
presentes nos cromossomos (DANIELS, 2001). O agrupamento dessas
estruturas presentes na superficie das hemacias é diferente entre os
individuos, resultando em varios grupos sanguineos, que sao caracterizados
pela presengca ou auséncia de determinados alelos cromossGmicos
(CONCEICAOQ et al., 2000).

Em animais domésticos, dentro da mesma espécie, 0s antigenos
eritrocitarios noticiados mostram um arranjo expressivo de diferencas
bioquimicas entre os individuos (TIZARD, 2002). Especificamente em bovinos
a tipagem sanguinea é divida em sistema de grupos sanguineos entre 0s quais
se distribuem diferentes fatores sanguineos com diferentes combinacdes que
caracterizam o tipo ou grupo sanguineo (KUABARA et al., 1997). De acordo
com THONSEM et al. (2002), existem 11 sistemas de grupos sanguineos em
bovinos e a maioria deles é extremamente complexa. O grupo B, por exemplo,
tem aproximadamente 60 antigenos proteicos diferentes. Além desse aspecto,
entre as ragas ha grandes variacbes de alelos sanguineos (MILLER et al.,
1986; RASMUSSEN, 1992; CAMINHAS et al., 1992; THOMSEN et al., 2002).
Relato interessante € que algumas pesquisas cientificas associaram
determinados sistemas de grupos sanguineos com caracteristicas produtivas e
a susceptibilidade a determinadas doencas (KUABARA et al., 1997; ROCHA et
al., 1998; CONCEICAO et al., 2000).
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Estudos epidemiologicos em animais da raca Nelore foram descritos
por KUABARA et al. (1997) os quais associaram o0 tipo sanguineo com as
caracteristicas de conformagdo que, indiretamente, sdo consideradas na
avaliacdo do desempenho do ganho em peso dos animais aos 365 dias. Numa
analise conjunta de filhos e netos de um touro, segundo o fenogrupo
BQY1D'J'O'P, do sistema B herdado, houve diferenca significativa (p<0,05)
entre a média de peso entre dois grupos de animais avaliados. Para os
autores, embora o efeito sobre a variacdo da caracteristica tenha sido pequeno
para as linhagens avaliadas, o achado n&o deixou de caracterizar esse
fenogrupo como marcador de selecao da caracteristica estudada. CAMPION et
al. (2009) compararam parametros sanguineos as caracteristicas de abate e
composicdo da carcaca de progénies de vacas leiteiras. KOTZE et al. (2000)
pesquisaram a frequéncia de alelos sanguineos em bovinos da regido de
Mocanbique, comparando a variacdo genéticas entre as ragas, nao fazendo
qualquer inferéncia sobre caracteristicas produtivas ou resisténcia a doencas.
Ja4 LARSEN et al. (1985) associaram o sistema sanguineo M em bovinos com a
susceptibilidade a mastite. Para FONSECA & SANTOS (2000), essa alteracéo
da glandula maméaria apresenta expressiva prevaléncia em rebanhos de alta
producao leiteira.

Assim como as caracteristicas produtivas sdo importantes para a
rentabilidade da bovinocultura, a mastite e outras enfermidades como as
digitais podem inviabilizar o criatério. Essas doencas apresentam ocorréncia
variada tanto nas propriedades brasileiras como nos criatérios de outros
paises, independente da raca explorada. Dentre as doencas digitais mais
frequentes, a laminite, pododermtite séptica, Ulcera de sola e a dermatite digital
apresentam ocorréncia expressiva (SILVA et al., 2001; GREENOUGH, 2007).
Mas, apesar da importancia das enfermidades digitais, desencadeando
inlmeros prejuizos as propriedades rurais, ainda existem duvidas sobre os
principais fatores de risco, patogenia, melhor protocolo terapéutico e medidas
preventivas que se adequem a realidade dos criatérios. Sobre o assunto,
GREENOUGH & WEAVER (1997), MAREGA (2001), SILVA et al. (2001) e
GREENOUGH (2006) cogitaram que fatores genéticos poderiam estar
envolvidos na etiologia das enfermidades podais dos bovinos, no entanto, ndo
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associaram a nenhuma caracteristica especifica de conformacéo digital que
justificasse tal possibilidade.

Esse trabalho objetivou identificar por meio de tipagem sanguinea
alguns grupos sanguineos de fémeas bovinas das racas, Holandesa e
Girolando, saudaveis e com dermatite digital em diferentes graus e associa-los

com a ocorréncia dessa doenca, nesses animais.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em duas propriedades rurais do estado de
Goias, Brasil em 2009, apds aprovacao do projeto de pesquisa pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias (UFG), sob protocolo
148/08. Utilizaram-se neste estudo 100 fémeas bovinas submetidas a
diferentes manejos, sendo 50 da raca Holandesa e 50 Girolando (Gir X
Holandesa). Desse total, 25 (50%) animais de cada raca eram saudaveis e 0s
demais (50%) portadores de dermatite digital. As unidades experimentais foram
divididas em quatro grupos sendo o grupo de animais da raca Holandesa e
saudaveis denominado de GHS e o grupo com lesGes de dermatite digital
designado de GHL. Quanto aos animais saudaveis da raca Girolando o grupo
foi denominado de GGS e o grupo com lesdes de dermatite digital de GGL.

Para proceder ao exame de tipagem sanguinea colheram-se por
venopuncdo coccigea, 10 mL de sangue de todos os animais, empregando
tubo a vacuo, contendo anticoagulante. As amostras foram mantidas sob
refrigeracdo e encaminhadas imediatamente ao laboratorio para a realizagcéo
dos testes hemoliticos, segundo metodologia adotada pelo laboratorio
(Hemobovi. Laboratério de Tipagem Sanguinea. Goiania-GO, Brasil). No teste
de tipagem sanguinea testaram-se oito sistemas sanguineos de bovinos sendo
eleso A B, C, F,J, L, S e Z Para cada sistema testado também foram
descritos 0s grupos de fatores sanguineos. Posteriormente, estabeleceu-se a
frequéncia dos fatores sanguineos e compararam-se as proporc¢des dentro de
cada sistema, em cada grupo de animais. Fez-se a comparacdo das
proporcdes da presenca de cada fator considerado em cada grupo. Os dados
obtidos foram analisados empregando os testes ndo paramétricos de Qui-
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quadrado e Exato de Fisher, utilizando-se procedimento PROC FREQ
considerando um nivel de significancia de 5%. Todas as andlises foram
realizadas empregando-se 0 programa computacional Statistical Analysis
System (SAS, 2002).

RESULTADOS

As lesBes digitais encontradas, pelas caracteristicas clinicas, eram
compativeis com dermatite digital, mas em alguns casos (20%), pela gravidade
do processo pbde-se identificar presenca de necrose do estojo cérneo, tecido
de granulacdo exuberante, miiases e sola dupla, indicando sobreposicdo de
doencas, portanto descaracterizando, em parte, a enfermidade.

Dentre os sistemas sanguineos testados foi possivel identificar dois
grupos de fatores no sistema A, 58 no sistema B e 16 grupos no sistema C. Um
grupo em cada sistema F e Z. Nos sistemas J e L, dois grupos de fatores em
cada um e no sistema S, sete grupos de fatores sanguineos. Os demais

resultados obtidos sdo apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3.

TABELA 1 - Niomero de animais que apresentaram algum fator sanguineo
dentro de cada sistema testado, em fémeas bovinas da raca
Holandesa e Girolando, saudaveis e com lesdes de dermatite
digital, provenientes de duas propriedades rurais no estado de
Goias, Brasil, 2009

Sistemas sanguineos

Grupos A B C F J L S Z
GHS 15 23 23 12 20 14 10 20
GHL 14 21 16 05 20 14 10 06
GGS 17 23 23 09 17 12 11 12

GGL 16 22 20 05 12 09 12 18
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TABELA 2 - Fatores sanguineos, por sistema, nos dois grupos de fémeas
raca estudada, provenientes de duas
propriedades rurais no estado de Goias, Brasil, 2009

bovinas,

de cada

Girolando Holandesa Independente da raca
Fatores com lesdes saudaveis com lesdes saudaveis com
. saudaveis P
SANGUIeOs 25 % n=25 % P n=25 % n=25 % P lestes

Sistema A

A2 16 64.0 18 720 ns 14 56.0 15 56.0 ns 33 30 ns

VA 1 4.0 1 40 ns 0 0.0 0 0.0 ns 1 1 ns
Sistema B

(AY 2 8.0 1 40 ns 0 0.0 0 0.0 ns 1 2 ns

(F) 1 4.0 0 0.0 ns 0 0.0 0 0.0 ns 0 1 ns

(11) 0 0.0 1 40 ns 1 4.0 0 0.0 ns 1 1 ns

(o)) 0 0.0 1 40 ns 2 8.0 1 40 ns 2 2 ns

(P2) 2 8.0 0 0.0 ns 0 0.0 0 00 ns 0 2 ns

(Y2) 1 4.0 2 40 ns 1 4.0 0 0.0 ns 2 2 ns

A' 3 12.0 7 28.0 ns 1 4.0 3 120 ns 10 4 ns

B' 2 8.0 4 16.0 ns 0 0.0 2 80 ns 6 2 ns

B" 0 0.0 2 80 ns 1 4.0 1 40 ns 1 ns

Bl 5 20.0 5 20.0 ns 1 4.0 2 80 ns 6 ns

D' 3 12.0 5 20.0 ns 5 20.0 5 20.0 ns 10 8 ns

F' 3 12.0 5 20.0 ns 0 0.0 1 40 ns 6 3 ns

G' 10 32.0 10 40.0 ns 10 40.0 9 36.0 ns 19 20 ns

I 4 16.0 3 120 ns 1 4.0 0 0.0 ns 3 5 ns

12 0 0.0 0 00 ns 3 12.0 2 00 ns ns

o) 4 16.0 6 240 ns 11 44.0 16 64.0 ns 22 15 ns

P2 3 12.0 4 16.0 ns 0.0 1 40 ns ns

P2 3 12.0 2 80 ns 0.0 2 80 ns ns

Q 2 8.0 3 120 ns 0.0 8.0 ns ns

Tl 1 4.0 0 00 ns 0.0 2 80 ns 1 ns

Y2 12 48.0 13 52.0 ns 16 64.0 10 440 ns 23 28 ns
Sistema C

(C2) 1 4.0 0 00 ns 4.0 0.0 ns ns

(X1) 0 0.0 40 ns 2 8.0 120 ns ns

Cc2 12 48.0 14 56.0 ns 11 44.0 12 48.0 ns 26 23 ns

R' 1 4.0 0 00 ns 0 0.0 0 00 ns 1 ns

R1 2 8.0 80 ns 1 4.0 40 ns 3 ns

w 11 44.0 11 440 ns 7 28.0 10 440 ns 21 18 ns

X1 6 24.0 8 320 ns 5 20.0 9 36.0 ns 17 11 ns

Significancia: * = p < 0,05; ** = p < 0,01 e ns = nédo significativo (p > 0.05)*
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TABELA 3 - Fatores sanguineos, por sistema, nos dois grupos de fémeas
bovinas, de cada raca estudada, provenientes de duas
propriedades rurais, no Estado de Goiés, Brasil, 2009

Fatores Girolando Holandesa Independente da raca
i com lesdes saudaveis com lesdes saudaveis o com

sanguineos n=25 % n=25 % P n=25 % n=25 % P saudavels lesbes P
Sistema F

V2 5 20.0 8 32.0 ns 5 200 12 48.0 ns 20 10 ns
Sistema J

J 11 44.0 16 64.0 ns 20 80.0 20 80.0 ns 36 31 ns

J) 1 4.0 1 40 ns 0 0.0 0 0.0 ns 1 1 ns
Sistema L

L 2 8.0 4 16.0 ns 5 20.0 4 16.0 ns 8 7 ns

L) 7 28.0 7 28.0 ns 9 36.0 10 40.0 ns 17 16 ns
Sistema S

S 7 28.0 8 36.0 ns 4 16.0 5 200 ns 13 11 ns

Ul 3 12.0 0 0.0 ns 6 24.0 2 80 ns 2 9 *

U 2 8.0 2 80 ns 0 0.0 0 00 ns 2 2 ns

u" 1 4.0 2 8.0 ns 0 0.0 4 16.0 ns 6 1 ns
Sistema Z

4 18 72.0 11 440 ns 6 24.0 21 84.0 ** 32 24 ns

Significancia: * = p < 0,05; ** = p < 0,01 e ns = ndo significativo (p > 0.05)*

DISCUSSAO

Embora pesquisas cientificas apontem 11 sistemas de grupos
sanguineos em bovinos, neste estudo, pela dificuldade em se obter os
antissoros, foi possivel testar apenas oito sistemas. Os sistemas M, R’ e T’ ndo
foram testados, situacdo que pode ter ocultado, em parte, informacdes
importantes sobre o tema pesquisado. Mesmo assim, pela inexisténcia de
trabalhos cientificos relacionado a ocorréncia de dermatite digital com o tipo
sanguineo e fundamentando-se nas afirmagbes de GREENOUGH (2007),
acredita-se que a pesquisa aqui realizada possa nortear outros estudos sobre o
assunto.

O numero de animais que apresentou algum fator sanguineo em
cada sistema foi muito semelhante em todos 0s grupos para cada sistema

testado (Tabelal). Entretanto, independente da raca e condi¢do clinica dos
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animais, nesta pesquisa 0 sistema B expressou a maior variabilidade de
fatores, seguido do sistema C, sendo 58 e 16 grupos de fatores sanguineos,
respectivamente. Para THOMSEN et al. (2002) e TIZARD (2002), o sistema B &
extremamente complexo, com aproximadamente 60 antigenos protéicos
diferentes e de importancia clinica substancial. CAMINHAS et al. (1992)
considerando a frequéncia de fatores sanguineos em diversas ragas européias
e zebuinas também encontraram variabilidade maior nesses dois sistemas. Os
autores acrescentaram ser o sistema B de grande importancia no
melhoramento animal, principalmente para a caracteristica de producéo leiteira,
requisito gordura no leite associado aos fatores sanguineos B O1 Y2 D, em
rebanhos da raga Holandesa, com efeito inverso em vacas Jersey. Contudo, 0s
pesquisadores ndo mencionaram nenhuma relacdo com a ocorréncia de
doencas.

Os fatores sanguineos do sistema A aqui identificados foram A2 e Z',
sendo que o primeiro fator apresentou ocorréncia mais expressiva,
independente da raca e grupo estudados. O fator Z’ esteve presente apenas na
raca Girolando, mesmo assim, com baixa frequéncia (Tabela 2). Estudos
anteriores realizados por CAMINHAS et al. (1992) comparando a frequéncia
dos fatores sanguineos desse mesmo sistema em diversas racas,
apresentaram além desses fatores, o Al e H, sendo o A2 com maior frequéncia
na raga Girolando. Ja para o fator Z’, também se obteve uma baixa frequéncia
na raga Girolando. Assim, a frequéncia baixa desse fator sanguineo, por
sistema, em cada grupo estudado pode significar que os animais dessa raca
herdaram o fator da raca Gir e que sua presenca, aparentemente, nao tem
relagcdo com a dermatite digital.

Dentro do sistema B, o fator A’ esteve presente em ambas as racas,
com frequéncia maior nos animais saudaveis da raga Girolando (Tabela 2),
porém, estatisticamente a diferenca ndo foi significativa. Estes achados né&o
estdo de acordo com as citagbes de CAMINHAS et al. (1992), haja vista que 0s
autores obtiveram uma frequéncia zero para esse fator dentro desta raga,
assim como para a raca Gir. Uma hipotese que poderia justificar, em parte, as
frequéncias observadas na raca Girolando, avaliada no presente experimento,
seria a possibilidade destes animais terem herdado esse fator da raca

Holandesa, mesmo apresentando uma frequéncia maior em relacdo a raga
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ascendente. Ainda analisando os fatores sanguineos do sistema B, nota-se
diferenga numeérica entre as ragas para o fator O’, indicando uma frequéncia
maior para a raca Holandesa, porém, ndo houve diferenca significativa em
nenhuma comparacao, inclusive quando se considerou a condicéo clinica dos
animais, cuja diferenca numeérica descritiva foi representativa. Dessa forma,
ndo é possivel inferir que os fatores do sistema B destacados, possam
contribuir para a maior ou menor ocorréncia de animais com dermatite digital.

Ponderando sobre os fatores sanguineos do sistema B desta
pesquisa, com destaque para o Y2, em relacdo a presenca ou nao de lesées
de dermatite digital, o referido fator apresentou frequéncias muito similares
entre os quatro grupos, ndo havendo diferenca significativa. Assim sendo, é
possivel inferir que para a condicdo de predisposicdo para a doenca
pesquisada, este fator sanguineo ndo apresentou nenhuma relevancia, ao
contrario do que foi descrito por CAMINHAS et al. (1992) para a presenca de
gordura no leite que teve relagéo positiva.

Na sequéncia, avaliando o sistema C (Tabela 2), as frequéncias
oscilaram, porém também nao houve diferenca significativa entre os grupos
estudados. Dentre os fatores identificados, o (C2) apresentou 0 mesmo
comportamento em ambas as racas. O fator C2 foi o0 mais frequente entre
todos os fatores do sistema C nos diferentes grupos, seguido do fator W.
Pesquisas precedentes de CAMINHAS et al. ( 1992) revelaram frequéncia zero
para o fator C2 nas racas Gir e Girolando e frequéncia maior do fator W para a
raca Girolando, alcancando 67,5% dos casos estudados. Ainda, considerando
a condicdo clinica dos animais, comparando o numero de repeticdes para o
fator sanguineo X1 no sistema C, independente da raca, a diferenca foi
acentuada, porém, néo significativa.

Observando as frequéncias apresentadas para o sistema F e L
(Tabela 3), verificou-se oscilacdo de frequéncia, contudo, nenhuma diferenca
foi significativa. ROCHA et al. (1998) ap0s obterem informacdes provenientes
de 40 anos de estudos relacionados aos grupos sanguineos e a producédo de
leite em bovinos, descreveram que o0 grupo sanguineo L pode ter alguma
relacdo sobre os impactos positivos da producéo de leite e caracteristicas de
composicdo. Tais estudos ndo mencionaram qualquer relacdo do tipo

sanguineo com a ocorréncia de doencgas infecciosas em bovinos. Na
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sequéncia, quanto ao sistema J, neste estudo apresentou dois fatores, o J e
(J), sendo o primeiro com maior frequéncia em ambas as racas. Apesar das
frequéncias serem relativamente maiores, nos animais da raga Holandesa, esta
nao foi significativa. Ademais, entre 0s grupos de animais saudaveis e doentes,
as frequéncias foram idénticas nos bovinos Holandeses. De acordo com
THOMSEN et al. (2002) e TIZARD (2002), o fator J ndo é realmente um
antigeno eritrocitario, sendo um lipideo que é encontrado nos liquidos corporais
e adsorvido pelo eritrocito.

No sistema S, em sintese o fator Ul, apresentou diferenca
significativa (p <0.05) comparando a condigdo clinica dos animais, saudaveis e
com a doencga podal, independente da raca, com frequéncia maior nos animais
com lesdes de dermatite digital. Apesar da diferenca significativa para este
fator sanguineo, ndo € possivel inferir que a presenca do mesmo possa
justificar a maior ocorréncia em bovinos com lesdes de dermatite digital.

Com relagcdo ao sistema Z, as frequéncias expressas foram
significativas (p <0.01) para a raca Holandesa entre os grupos, sendo maior
para 0os animais saudaveis (Tabela 3). Dentre as racas estudas por Caminhas
et al. (1992), este sistema esteve ausente tanto na raca Gir como Girolando.
CONCEICAO et al. (2000) encontraram diferenca significativa para o grupo
sanguineo Z em animais da raca Gir considerando a caracteristica de producéo
de leite a primeira lactacdo, podendo ser um marcador de avaliacdo da
caracteristica em questdo. Contudo, o0s autores ressaltaram que ha
necessidade de se estudar um maior nimero de animais que apresentam esse
grupo sanguineo. Embora em alguns estudos, a frequéncia significativa (21)
observada (Tabela 3) se aproxime dos animais da raga Girolando com lesdes,
os achados ainda s&o insuficientes para afirmar que a presenca desse fator
tenha alguma relagdo positiva com a susceptibilidade dos animais a ocorréncia
de lesGes de dermatite digital.

Pela variabilidade e frequéncia de fatores sanguineos observadas
nesta pesquisa (Tabelas 2 e 3), como sdo amostras relativamente pequenas,
em numero de animais, a alta ou baixa frequéncia de um dado fator pode ser
explicada pelo isolamento ao acaso de animais portadores desse fator. Nao se
deve negligenciar também a possibilidade de ocorréncia de alguma
consanguinidade. Nesse caso, estas frequéncias seriam, deste modo,
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explicadas pela deriva genética, em concordancia com a ideia também
defendida por CAMINHAS et al. (1992).

Ao iniciar o presente estudo, acreditava-se que 0s animais da raca
Holandesa, apresentassem uma menor variabilidade de fatores sanguineos,
contudo, o que se observou foi similaridade em ambas as racas. E ainda,
considerando a formacdo da raca Girolando e a menor predisposicao as
afeccdes podais em funcdo de aspectos produtivos, previa-se que estes
animais apresentassem um maior polimorfismo alélico dentro de cada sistema
sanguineo em relacdo a raca Holandesa, todavia, isso ndo foi notado. Dessa
forma, ao contrario das pesquisas realizadas por ROCHA et al. (1998) e
THONSEM et al. (2002), no que diz respeito as unidades experimentais, neste
estudo, por se tratar de um nimero muito pequeno, a baixa ou alta frequéncia
de fatores sanguineos pode ter significado apenas estatistico e ndo bioldgico.

Por ultimo, a complexidade dos sistemas sanguineos em bovinos €&
tdo expressiva que seria muito dificil atribuir uma correlacdo precisa da
influéncia dos tipos sanguineos sobre a patogenia de determinadas doencas
infecciosas, especialmente quando ocorre em nivel de rebanho. Outro fator
importante que deve ser considerado sdo 0s inidmeros cruzamentos de bovinos
que, fenotipicamente pode-se dizer que sdo animais puros, mas geneticamente
podem apresentar alelos de diferentes racas, situacdo que pode ter ocorrido
com as duas racas aqui pesquisadas.

Finalmente, a ascendéncia multifatorial da dermatite digital em
bovinos, conforme descrito por LEAO et al. (2005) e CASTRO (2006), e
considerando a possibilidade de que alguns alelos sanguineos possam
expressar determinadas proteinas tornando 0s animais mais susceptiveis a
essas lesbes, seria imprescindivel a realizacdo de pesquisas mais especificas
determinando as variantes proteicas de cada alelo que caracterizam este ou
aguele fator sanguineo. Pode-se tomar como base estudos desenvolvidos por
CURI et al. (2006), CAMPION et al. (2009) e SIGNORELLI et al. (2009) para
determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo de genes que,
supostamente determinam caracteristicas produtivas. Assim, somente apés a
realizacdo de estudos envolvendo centenas de unidades experimentais € que
se poderia relacionar a influencia de tipos sanguineos sobre a resisténcia ou

susceptibilidade a determinadas enfermidades dos bovinos.
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CONCLUSAO

As diferencas estatisticas observadas indicam haver alguma relacao

entre os fatores sanguineos e a ocorréncia de lesdes digitais. No entanto,

devido a alta variacdo de fatores encontrados nesta pesquisa, sugerem-se

estudos mais especificos para determinar as variantes proteicas de cada alelo

que caracterizam os fatores sanguineos.
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CAPITULO 3 - EXTRATO DE BARBATIMAO A 5% ALTERA
QUALITATIVAMENTE A CICATRIZACAO DE
FERIDAS CUTANEAS INTERDIGITAIS
EXPERIMENTALMENTE INDUZIDAS EM BOVINOS
CONFINADOS

RESUMO

A dermatite digital caracteriza-se por inflamacdo da epiderme, no espaco
interdigital entre os taldes. A curetagem das lesGes e 0 uso de solugbes em
pedilavio sdo as medidas de tratamento mais utilizadas. Neste estudo avaliou-
se 0 processo de reparacdo de feridas cutaneas incisionais no espago
interdigital de bovinos confinados empregando em pedilivio solucéo de extrato
de barbatimdo a 5%. Utilizaram-se 30 animais com dez meses de idade,
mantidos em sistema de confinamento. Em cada espaco interdigital dos
animais, com auxilio de um punch de um centimetro de didametro, produziu-se
uma lesdo cutanea até a derme, totalizando 120 feridas. As feridas foram
denominadas unidades experimentais e distribuidas em dois grupos com 60
unidades cada: grupo GB tratado com solucéo de extrato de barbatimédo a 5% e
grupo GC tratado com agua. A evolucao do processo de reparacao tecidual das
feridas foi acompanhada por meio de avaliacdes macroscépicas e histolégicas
nos dias trés, sete, 14 e 21 de tratamento. Os achados macroscopicos foram
analisados descritivamente e o0s histolégicos submetidos ao teste de Mann
Whitney, com p<0,05. Para as feridas tratadas, observou-se que o grupo GB
apresentou menor intensidade de infiltrado de células polimorfonucleares nos
primeiros 14 dias de tratamento. Nesse grupo observou-se ainda que a
deposicado de colageno mostrou-se mais acentuada aos 14 dias e aos 21 dias
as fibras colagenas apresentavam-se mais alinhadas. O uso do extrato de
barbatimdo a 5% em pedildvio, em bovinos confinados, auxiliou
qualitativamente no processo de modulagcédo da reparacdo de feridas cutaneas
interdigitais incisionais, mas nao impediu o prolongamento da fase inflamatoria
do processo cicatricial.

Palavras-chave: bovideo, espaco interdigital, pele, reparacao tecidual, sistema

intensivo, Stryphnodendron adstringens
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ABSTRACT

Digital dermatitis is characterized by epidermal inflammation in interdigital
space between the heels. Curettage of lesions and footbath solutions are the
treatment forms most commonly used. This study has evaluated the skin
incisional wound repair in the interdigital space of confined cattle treated with
5% barbatiméo extract footbath solution. Thirty confined, 10 months old calves
were selected in order. A biopsy punch was introduced in each interdigital
space, up to the dermis, to produce a lesion measuring one centimeter in
diameter. The lesions were numbered 120 in total and named experimental
units, which were divided into two groups of 60 units each: GB treated with 5%
agueous barbatimdo bark extract solution and GC treated with water. Tissue
repair was evaluated through macroscopic and histological findings in days
three, seven, 14 and 21 of treatment. Macroscopic findings were analyzed
descriptively, while histological findings were submitted to Mann Whitney test,
with  p<0.05. For lesions treated, GB group showed less intense
polymorphonuclear cells infiltration on the first 14 days of treatment. A marked
collagen deposition was also observed at day 14 while collagen alignment was
more expressive on day 21. Barbatiméo 5% footbath solution for confined cattle
helps qualitatively in modulation of interdigital cutaneous incisional wound
repair, but does not avoid the extension of inflammatory phase of healing.

Keywords: cattle, intensive system, interdigital space, repair tissue, skin,

Stryphnodendron adstringens
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1 INTRODUCAO

A dermatite digital foi descrita primeiramente na Italia, na década
de 70, por Cheli e Mortellaro (BLOWEY et al., 1994), ficando conhecida como
“Doenga de Mortellaro”. E uma enfermidade cosmopolita (DEMIRKAN et al.,
2000), contagiosa e caracterizada por inflamacéo da epiderme, iniciando-se no
espaco entre os taldes e evoluindo para sua destruicdo, o que resulta em
extremo desconforto aos animais acometidos. Clinicamente apresenta a forma
circunscrita de aspecto erosivo, eritematoso e ulcerada, denominada doenca
do morango e outra proliferativa, que pode conter pélos, assemelhando-se a
papilomatose cutanea pedunculada, sendo denominada dermatite verrucosa ou
verruga peluda (BERGSTEN, 1997; GREENOUGH et al., 1997; SOUZA et al.,
2006; MOURA, 2008; LEAO et al., 2009).

O provavel envolvimento de diferentes fatores de risco e
microrganismos, incluindo as espiroquetas, indica que a dermatite digital bovina
é uma enfermidade multifatorial (DEMIRKAN et al., 2000; LEAO et al., 2009) e,
a semelhanca de outros ferimentos, desencadeiam eventos bioldgicos com a
finalidade de restabelecer as funcdes da pele (HADDAD et al., 2000; SILVA et
al., 2007). Portanto, em condi¢des favoraveis, apds a curetagem cirlrgica, a
reparacao inicia-se quase imediatamente. O processo passa pelas fases
inflamatoria e proliferativa, em que ocorrem angiogénese e fibroplasia,
compondo o tecido de granulacdo. Em seguida, inicia-se a fase de maturacéo
com reorganizacdo das fibras de coldgeno e proliferacdo dos estratos
epidermais (BALBINO et al., 2005; ACKERMANN, 2009). Mas, o processo de
reparacdao em feridas pode ser comprometido dependendo da localizagéo
anatdbmica, contaminacdo e presenca de tecidos desvitalizados na leséo
(MANDELBAUM et al., 2003; TAZIMA et al., 2008).

Os antibidticos e diferentes protocolos terapéuticos e profilaticos tém
sido recomendados dependendo da apresentacgéo clinica e da severidade das
lesbes (WELLS et al., 1999; ROMANI, 2003). Em algumas situacdes a
curetagem das lesdes (LAVEN & HUNT, 2000; NICOLETTI, 2004; SILVA et al.,
2005), seguida pelo tratamento topico em pedilivio com soluc¢des sanitizantes
como hipoclorito de sédio e sulfato de cobre, constituem procedimentos que
resultam na cura da enfermidade (MANSKE et al.,, 2002; MOURA, 2008;
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TEIXEIRA et al., 2010). Mas a volatilizacdo e a presenca de matéria organica
podem diminuir a efichAcia desses antimicrobianos e de alguns produtos
medicamentosos empregados em pedildvio, onerar o0s tratamentos
(GREENOUGH, 2007; SILVA et al., 2007) e deixar residuos no ambiente
(EPPERSON & MIDLA, 2007), situacdo que favorece o uso de fitoterapicos,
pela extracdo de principios ativos extraidos de plantas medicinais como o
barbatimdo (MITIDIERO, 2002; SHIMIZU, 2002; MARTINS et al., 2003; SILVA
et al., 2009; COELHO et al., 2010; LIMA, 2010).

O barbatimdo (Stryphnodendron barbatiman Martius) é uma
leguminosa do cerrado brasileiro que contém como principio ativo, de maior
expressao, o tanino. A este composto fendlico atribui-se a acdo adstringente e
coadjuvante no processo de reparo tecidual (PINTO & MADURO, 2003;
COELHO et al., 2010; LIMA, 2010). Segundo MITIDIERO (2002), o extrato de
barbatiméo favorece a recuperacdo de lesdes do Ubere e podais em bovinos,
contudo, o autor ndo descreveu a concentragdo e o veiculo mais adequados.
Porém, SHIMIZU (2002), MARTINS et al. (2003), LIMA (2010) e MINATEL et
al.( 2010) relataram que o extrato aguoso da casca do barbatimdo nas
concentragbes de 1%, 3%, 5% e 10% e em formulagdo contendo gel,
unguento, creme e pomada apresentaram resultados favoraveis no tratamento
de feridas cutéaneas.

No tratamento da dermatite digital bovina SILVA et al. (2009)
empregaram, em pedilivio, o extrato aquoso do barbatimdo, na concentracédo
de 10%, no pés-operatorio de bovinos mantidos em sistema de producéo
extensiva. Os autores afirmaram que esta alternativa de tratamento foi eficaz,
menos onerosa do que o0s protocolos convencionais que empregam antibioticos
e produtos quimicos e com menor possibilidade de deixar residuos no animal e
ambiente. Para SHIMIZU (2002), MARTINS et al. ( 2003) e MINATEL et al.
(2010), mesmo em concentracdes menores, a solugcdo de extrato de
barbatimdo ainda mostrou-se eficaz como auxiliar da reparacao tecidual.
Segundo BORGES et al. (1992) e LEAO et al. (2009) a escolha da
concentracdo das solu¢cdes medicamentosas usadas em pedilivio depende de
fatores como o numero de animais a ser tratado, indicacdo na prevencao ou
tratamento e da presenca de matéria organica. Ja SILVA et al. (2005), SILVA et
al. (2007) e SILVA et al. (2009) relataram que solu¢cdes menos concentradas
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podem ser eficazes no tratamento de enfermidades digitais e, por serem menos
dispendiosas séo recomendadas principalmente em propriedades com rebanho
numeroso e com alta ocorréncia dessas doencas, diminuindo ainda mais 0s
custos de producao.

Outro aspecto importante pode estar relacionado ao sistema de
exploracdo adotado, se intensivo, semiextensivo ou extensivo. SILVA et al.
(2009) avaliaram a eficacia do extrato aquoso do barbatimdo em animais
manejados extensivamente, condicdo que, em tese, apresenta menor
contaminacdo ambiental. Mas, em sistemas intensivos de producao, situacéo
que, segundo SOUZA et al. (2006), favorece a contaminacdo ambiental, as
informagdes existentes sao insuficientes para garantir a indicacdo desse
extrato para tratamento de enfermidades digitais, apesar de SOARES et al.
(2008) afirmarem que esse fitoterapico apresenta poder bactericida. Portanto, a
comprovacdo da eficdcia a uma menor concentracdo possivel, empregando
outros veiculos (SHIMIZU, 2002; LIMA, 2010) e o fato de nao ter encontrado
citacbes sobre o uso desse fitoterdpico em animais estabulados, onde
sabidamente a contaminacdo ambiental é maior, justifica a realizacdo da
presente pesquisa.

Assim, o propésito deste estudo foi avaliar a eficacia da solugéo de
extrato de barbatimdo a 5% em pedilGvio, como auxiliar no processo de reparo
tecidual de feridas cutaneas interdigitais experimentalmente induzidas, em

bovinos confinados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local, animais e grupos

O estudo foi desenvolvido entre os meses de agosto de 2009 a
junho de 2010, na Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal
de Goias (UFG), ap0s aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFG, protocolado sob o nimero 149/08. Utilizaram-se 30 bovinos mestigcos

(Bos taurus X Bos indicus), machos, com dez meses de idade e média de 150
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kg/pv, oriundos de diferentes propriedades rurais, mantidos, por ocasido da
pesquisa, em sistema de criagdo intensivo (confinamento).

A estrutura para o confinamento onde os bovinos foram alojados
durante o periodo experimental era formada por galpdo coberto, com piso de
concreto e cochos para fornecimento de sal mineral, silagem de milho e
concentrado (Guabi, Centro Oeste Ragfes S/A, Anapolis-GO), duas vezes ao
dia. A fonte hidrica era disponibilizada em bebedouro do tipo australiano e o
periodo de adaptacédo, para os animais, foi de dez dias. Os dejetos eram
removidos diariamente, mas para averiguar a eficacia do fitoterapico testado,
em presenca de excrementos e umidade no processo de reparagao das feridas
no espaco interdigital, o piso ndo era lavado ou higienizado com produtos
quimicos.

Na formacdo dos grupos considerou-se o niumero de bovinos, total
de membros e de feridas. Como foram empregados 30 bovinos e cada animal
possui quatro membros, consideraram-se 120 espacos interdigitais. No espaco
interdigital dorsal de cada membro produziu-se uma ferida, que constituiram-se
em 120 unidades experimentais. Estas foram alocadas em dois grupos, cada
um com 60 feridas. As lesbes induzidas nos membros locomotores do lado
direito constituiram o grupo barbatimdo (GB) e receberam tratamento com
solucéo de extrato de barbatiméo (Extrato glicélico de barbatimdo 20%, Opcéo
Fénix Distribuidora e Insumos Ltda, Sdo Paulo-SP), diluido em agua a 5%. Ja
as feridas dos membros do lado esquerdo formaram o grupo controle (GC),
tratadas apenas com agua. A solucdo de barbatimdo a 5% e a agua foram
depositadas diariamente em pedilivio por onde os animais passavam. Para
facilitar o manejo dos animais e minimizar os custos, o tanque foi dividido
longitudinalmente, em dois recipientes denominados de canaletas, empregando
uma divisoria de concreto (Figura 1). Uma canaleta foi usada para colocar

solucédo de extrato de barbatimdo a 5% e a outra para depositar a agua.
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FIGURA 1

— (A) Pediluvio em forma de canaletas. (B) Esquema
representativo do pedilavio: canaleta para agua,
(GC) e para solucéo de extrato de barbatiméo a 5%
(GB) e divisério de concreto (a)

2.2 Confeccéo das feridas interdigitais e tratamentos

Apés jejum completo de 12 horas procedeu-se a sedacdo dos
bovinos com cloridrato de xilazina a 2% (Calmium®, Agener Unido Saude
Animal S.A, Sao Paulo, Brasil), na dose de 0,1 a 0,2 mg/kg. Em seguida,
realizou-se a contencdo fisica em decubito dorsal, por meio de cordas,
higienizagcéo das extremidades dos membros locomotores com &gua, sabao e
iodopovidona (lodopovidona, Farmogral, Brasilia, DF), e blogueio intravenoso
pela técnica de Bier (MASSONE, 2003) com cloridrato de lidocaina a 2%
(Lidovet, Laboratdrio Bravet Ltda, Rio de Janeiro, Brasil). As feridas interdigitais
foram confeccionadas com o auxilio de um punch com um centimetro de
didametro, apés antissepsia local. A incisdo, que resultou na ferida cutanea no
espaco interdigital, se estendeu até a derme. Apos confeccionar as feridas nos
quatro espacos interdigitais de todos os animais, estes foram encaminhados ao
galpéo de confinamento.

No dia seguinte iniciaram-se o0s tratamentos em pedilGvio.
Antecedendo a passagem pelo pedilavio, como ndo havia tanque lava-pés,
para retirar 0 excesso de sujidades acumuladas nos digitos, todas as
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extremidades distais dos membros dos bovinos foram submetidas a enxague
em agua corrente, com mangueira sob baixa pressdo. Posteriormente, 0s
animais adentravam ao pedilavio. O nivel méximo da solucdo de barbatiméo e
da agua era de dez centimetros e os digitos dos animais permaneciam imersos
por 45 segundos. Esse manejo foi realizado diariamente, uma vez ao dia,

durante 21 dias.

2.3 Avaliacéo clinica e histoldgica das feridas interdigitais

A evolugdo do processo de reparacao tecidual das feridas foi
acompanhada por meio de avaliagbes clinica (exame macroscopico) e
histol6gica (exame microscopico). O exame macroscopico foi realizado nos
dias trés, sete, 14 e 21 apds a inducao cirargica das feridas, periodos em que
também foram colhidas amostras, por meio de biopsia, para 0 exame
microscopico. Na avaliacdo macroscopica consideraram-se as variaveis
hiperemia, edema, hemorragia, tipo de secre¢cdo (mucosa, serosa ou
purulenta), crostas e reepitelizacéo.

A escolha dos bovinos para serem submetidos as biopsias para
exame microscopio, nos quatro momentos pré-estabelecidos, foi realizada por
meio de sorteio. Em cada momento realizou-se bidpsias do espaco interdigital
dos quatro membros dos animais sorteados. No dia trés realizaram-se biopsias
em 28 unidades experimentais (feridas), sendo 14 para cada grupo. O mesmo
procedeu-se no sétimo dia de tratamento, totalizando 56 amostras nos dois
primeiros momentos de colheita. No dia 14 efetuaram-se 32 biépsias, sendo 16
amostras de cada grupo. O mesmo numero de amostras foi colhido no 21° dia,
totalizando 64 amostras nos dois ultimos momentos de colheita. Portanto,
totalizam-se 120 amostras nos quatro momentos.

A realizacdo das biopsias ocorreu ap0s submeter os animais ao
mesmo manejo e protocolo realizados para a inducdo das lesdes, desde o
jejum até a anestesia local, exceto a higienizagcao das feridas que foi realizada
com solucédo de cloreto de sodio a 0,9%, instilada sob pressdo proporcionada
por agulha calibre 25x8, acoplada a seringa hipodérmica de 20 mL. Na

sequéncia, com o auxilio de um bisturi e uma pinca de dissec¢do com dente,
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removeu-se um fragmento eliptico de pele incluindo a totalidade da lesdo e
com margem de até quatro milimetros de tecido integro, aprofundando até o
extrato reticular da derme. O material colhido foi identificado, fixado em
formaldeido tamponado a 10% por 24 horas e processado de acordo com as
técnicas histolégicas de rotina do Laboratorio de Histopatologia da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da UFG.

Para a avaliacdo microscopica foram obtidos cortes de 5um,
distendidos sobre laminas histologicas e corados por hematoxilina e eosina
(HE). As variaveis microscopicas consideradas foram infiltrado inflamatorio
(polimorfonuclear e mononuclear), tecido de granulacdo (neovascularizagéo e
proliferacdo fibroblastica) e colagenizacdo, classificadas em ausente (0),
discreta (1), moderada (2) e acentuada (3) (NETO et al., 2006). Também foram
consideradas reepitelizacdo (ausente, parcial e total), necrose e crostas em
ausente e presente (LIMA, 2010). Além da avaliacdo histomorfol6gica em HE,
as amostras referentes aos dias 14 e 21 foram submetidas a coloracdo de
picrossirius para a identificacdo dos tipos de colagenos e quantificacdo do
colageno total (LOPEZ DE LEON & ROJKIND, 1985; BORGES et al., 2007).
Essas avaliagBes foram realizadas no Laboratdrio do Instituto de Patologia
Tropical e Saude da UFG, a partir de imagens obtidas em microscépio de luz
polarizada e calculo da percentagem de area por campo marcada em verde
(colageno tipo IlIl) e amarelo-avermelhada (colageno tipo 1). As andlises foram
efetivadas com auxilio do software ImageJ 1.3.1 (NIH, Estados Unidos).

Os achados macroscopicos foram analisados descritivamente e 0s
microscoépicos, quando as variaveis foram consideradas nao paramétricas,
empregaram-se o teste de Mann Whitney, com p<0,05 (SAMPAIO, 1998).
Quando em determinado momento de avaliacdo um parametro histolégico
apresentou 0 mesmo valor numeérico entre 0os grupos (presentes e ausentes e
igual intensidade), os dados foram avaliados apenas descritivamente. Porém,
nos parametros em que houve diferenca de intensidade entre os grupos, estes

foram submetidos ao teste estatistico de Mann Whitney.
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3 RESULTADOS

O resultado da avaliagdo clinica das feridas interdigitais realizada

aos dias trés, sete, 14 e 21 apos a inducao destas esta disposto no Quadro 1.

QUADRO 1 — Avaliacao clinica macroscoépica aos dias trés, sete, 14 e 21 de lesGes
interdigitais incisionais de bovinos confinados tratadas com solugao
de extrato de barbatimdo a 5% e agua

MOMENTO DE ~ .
" AVALIACAO MACROSCOPICA
AVALIACAO/GRUPO
Grupo N ) ) ) Crostas | Reepitelizagéo
. Hiperemia | Edema | Hemorragia | Secrecéo
3°dia A|P|T| A |Rp| Rt
GB 14 6 10 2 11 13|11 14 0 0
GC 14 5 10 1 11 11|13 |0 14 0 0
Grupo ] ] ] Crostas | Reepitelizagdo
_ N Hiperemia | Edema | Hemorragia | Secrecao
7° dia P|T| A |Rp|Rt
GB 14 1 4 1 10 8 7 7 0
GC 14 2 0 6 8 7 7 0
Grupo ] ] ) . Crostas | Reepitelizagdo
_ N Hiperemia | Edema | Hemorragia | Secrecéo
14° dia A|P|[T| A |Rp]|Rt
GB 16 0 1 0 9 917|0| 0|16 | O
GC 16 0 9 10| 6 16 | O
Grupo ) ) ) Crostas | Reepitelizagéo
. N Hiperemia | Edema | Hemorragia | Secrecdo
21°dia A|P|T| A |Rp|Rt
GB 16 0 0 0 0 910 0 9
GC 16 0 0 0 0 10| 3 0 8 8

N: Numero de feridas (unidades experimentais), GB: Grupo barbatimdo, GC: Grupo controle, A:
Ausente, P: Parcial, T: Total, Rp: Reepitelizacao parcial, Rt: Reepitelizacéo total.

Os achados macroscépicos foram similares para as feridas de

ambos o0s grupos, independente do dia de avaliacdo. No terceiro dia

observaram-se edema e secre¢cdo serosa acentuados em grande parte das

feridas de ambos os grupos, bem como reduzido nimero de feridas com

hiperemia e hemorragia. Ja ao sétimo dia, no grupo GB, o nimero de unidades

experimentais que apresentou edema e secrecfes foi maior em relacdo ao

grupo GC. Na avaliacdo seguinte acentuou-se a presenca de secrecdo nas

feridas do grupo GC, equiparando ao grupo GB, mas a hiperemia e 0 edema
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foram inexpressivos, sendo identificados em apenas uma unidade experimental
do grupo GC e GB, respectivamente.

As crostas estiveram presentes nas feridas de ambos os grupos,
mesmo que parcialmente, a partir do terceiro dia. Mas, ocorreu aumento
substancial desse achado nas duas avaliacdes subsequentes. Porém, aos 21
dias notou-se um numero maior de feridas revestidas totalmente com crostas
nos animais alocados no grupo GB.

Pelos achados macroscopicos, sinais de reepitelizacdo foram
observados no segundo momento de avaliacdo e o processo foi similar em
ambos os grupos. Aos 14 dias de tratamento todas as unidades experimentais,
independente do grupo, apresentavam reepitelizagdo parcial. Ja no 21° dia,
cerca de 50% das feridas apresentavam-se totalmente reepitelizadas e o
restante mostrava reepitelizacdo parcial e crostas.

Pela avaliacdo histologica (Quadro 2) observaram-se crostas a partir
da andlise realizada no terceiro dia em 100% das unidades experimentais, em
ambos os grupos. Porém, esse achado ndo foi observado em apenas trés
(10,71%) feridas de cada grupo, no segundo momento de avaliacdo. Contudo,
na andlise efetuada no 21° dia de tratamento encontraram-se crostas em
apenas cinco (31,25%) amostras do grupo GC, enquanto que no grupo GB
foram verificados em 11 (68,75%) feridas.

Quanto ao achado necrose (Quadro 2), ao terceiro dia de avaliagdo
esse foi observado em 100% das amostras em ambos 0s grupos. E, no sétimo
dia apenas uma amostra (7,14%) do grupo GB né&o apresentava essa
complicagdo. Porém, no 14° dia, em 11 (68,75%) feridas do grupo GB e 14
(87,5%) do grupo GC esse achado estava presente. No entanto, aos 21 dias
apesar de ainda haver necrose, essa diminuiu substancialmente.

Conforme os dados apresentados no Quadro 2, nota-se que a
formacao de tecido de granulacao foi observada desde o primeiro momento de
avaliacdo, sendo verificada neovascularizagdo e proliferacdo fibroblastica em
todas as amostras. Contudo, apesar do grau de intensidade ter sido parecido
em ambos 0s grupos, a partir do sétimo dia, o tecido de granulacdo
apresentou-se mais organizado no grupo GB. E, na avaliacdo seguinte, em
algumas amostras notou-se que esse tecido estava sendo substituido por
coldgeno (Figura 2C).
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Nas avaliacdes histologicas realizadas nos dias trés, sete e 14, no
grupo GC observaram-se maior numero de lesdes com o infiltrado
polimorfonuclear e, em maior intensidade (Quadro 2), sendo marcante a
presenca de neutréfilos. A Figura 2 (A e B) representa a diferenca de
intensidade entre os grupos no 14° dia e, a Figura 3 demonstra graficamente a
diferenca de intensidade entre os grupos, nos quatro momentos de avaliacao.
Todavia, no 21° dia esse achado foi observado, de forma discreta e moderada
em ambos 0s grupos.

Em relacdo a presenca de infiltrado mononuclear caracterizado pela
presenca de macréfagos, no terceiro dia foi observada de maneira discreta em
apenas uma (7,14%) amostra do grupo GC, sendo ausente no sétimo dia em
ambos o0s grupos. O contrario dos dois momentos anteriores, no dia 14
verificou-se discreto infiltrado de mononuclear em duas (12,5%) feridas do
grupo GB e em quatro (25%) do grupo GC.

No grupo GB, no ultimo dia de avaliacdo verificou-se discreto
infiltrado de mononuclear em seis (37,5%) feridas e de maneira moderada em
uma (6,25%). Porém, no grupo GC esse tipo de infiltrado mostrou-se discreto
em quatro (25%) e moderado em uma (6,25%) lesao.

Apesar dos resultados observados, as diferencas histolégicas néo

foram estatisticamente significativas (Tabela 1).
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QUADRO 2 — Dados histolégicos de lesdes interdigitais incisionais de bovinos confinados tratadas com solucdo de extrato de
barbatimdo a 5% em pedillvio, observados aos dias trés, sete, 14 e 21

Unidades | Grupo Infiltrado Infiltrado MN Tecido de granulacéo CL Necrose | Crosta REE
PMn NV PF

Au|l D M|IAJAUu|ID M|IAJAU|D M|AIAU|D/  M|A|AU/DIM|A|Au| P |Au| P |Au|Rp| Rt

3° dia GB 3/8/3|0|14|0|0|0|O0|20{4|0] 0|22 2 |0|14|0|0|0| O |24|0|24(24/ 0] 0O
14

unidades GC 1/3/8(2|13|1,0|0]0|10|2|2|0|13/1|0|24/0/0|0| 0|14 |1 |13|14| 0O

7° dia GB 1|/5/4(4/14/0/0|0|0|4|5|5/0|0|7]|7|24/0/0]|0]| 1 |13|3|12|13| 1|0
14

unidades GC 0o|0|6|8|14|0|0|0| 0| 3|83 0|2|6|6|14|0|0|0| 0 |24]|3 (11|24 0] O

14° dia GB 3/8/3|2|14|2|]0|0|0|8|6|2|0|5|7|4|12|3|1|1|5 (11| 3 |13|/4 | 9] 3
16

unidades GC 0O|7|4|5|12|4|0/0| 0| 5|74/ 0|1|9|6|16|0|0|0| 2 |24]2 |14,/ 6 10| 0

21° dia GB 7(/5/(4/0/,9(/6(1|0|2|8|5|1|2|4|10/0|6|5|3|2|14| 2 |5 |11|1 ]| 4 |11
16

unidades GC 8|!5/3|0|11|{4(1/0| 3|8 |4|1|3 |3 |10/0|6|5|3|2|12| 4 |(12|5|0]| 719

PMn: polimorfonucleares, MN: mononucleares, NV: neovascularizacdo, PF: proliferacao fibroblastica, CL: colagenizacdo, REE: reepitelizagao,
Au: ausente (0), D: discreto (1), M: moderado (2), A: acentuado (3), P: presente; Rp: reepitelizacdo parcial, Rt: Reepitalizac¢éo total
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TABELA 1 - Mediana das variaveis histologicas observadas nas feridas
interdigitais de bovinos confinados tratadas com solugdo de
extrato de barbatimdo a 5% em pedilvio e avaliadas aos 3°, 7°,
14° e 21° dias

Momento Parametros histolégicos Grupo GC  Grupo GB P
3° dia Infiltrado polimorfonuclear 28 12 0,511
Neovascularizacdo 14 12 0,874
Proliferacéo fibroblastica 12 12 0,768
7° dia Infiltrado polimorfonuclear ch 28 0,169
Infiltrado mononuclear 0® 0® 0,400
Neovascularizacdo 28 28 0,867
Proliferacao fibroblastica 28 28 0,830
14° dia Infiltrado polimorfonuclear 28 12 0,101
Neovascularizacdo 28 12 0,162
Proliferacéo fibroblastica 28 28 0,202
Reepitelizacédo 12 14 0,281
21° dia Infiltrado polimorfonuclear 12 12 0,696
Infiltrado mononuclear 0® 0® 0,589
Neovascularizacdo 14 14 0,668
Proliferacao fibroblastica 28 28 0,955
Colagenizacao 12 12 0,668
Reepitelizacédo 28 28 0,642

Teste de Mann-Whitney. p < 0,05

Ainda em atencdo as avaliacdes histolégicas pela coloracdo de HE, a
deposicdo de colageno na area da lesdo, no grupo GB, foi observada a partir do
14° dia de tratamento, sendo que em uma (6,25%) ferida o processo de
colagenizacédo estava acentuado (Figura 2C), uma (6,25%) moderado e em trés
(18,75%) esse achado ocorreu de maneira discreta. Nas outras amostras havia
predominancia de tecido de granulagdo. Em contrapartida, nesta mesma ocasiao,
no grupo controle ndo se observou processo de colagenizacdo pelo método de

coloracdo HE (Figura 2D).
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FIGURA 2 Fotomlcrografla do processo de reparagao de ferldas cutaneas no
espaco interdigital de bovinos confinados aos 14 dias. (A)
Acentuado infiltrado de células polimorfonucleares em GC, e (B)
moderado em GB. (C) Colagenizagdo em GB, e (D) tecido de
granulacado em GC. HE

u [ntensidade Discreta
" Intensidade Moderada

H [ntensidade Acentuada

Ndmero de feridas

O = N W e 00 0 - 0w o o

Dias de avaliacéo

FIGURA 3 — Representagdo gréfica dos diferentes graus de intensidade de
infiltrados polimorfonuclear em feridas no espaco interdigital de
bovinos nos grupos GB e GC, nos quatro momentos de
avaliacao
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Pelo método de picrossirius, quanto a verificacdo do processo de
colagenizacdo na &rea da lesdo notou-se que aos 14 dias havia deposi¢édo tanto
do colageno tipo | e Ill em todas as lesbes de ambos o0s grupos, com maior
intensidade no grupo GB (Figura 4A) em relacdo ao grupo GC (Figura 4B). E,
aplicando o teste estatistico houve diferenca na quantidade total de colageno,
sendo favoravel ao grupo GB (Tabela 2 e Figura 5).

Aos 21 dias, observou-se somente o colageno tipo I em oito (50%)
amostras do grupo GB e seis (37,5%) do grupo GC. Ja o colageno tipo Il foi
verificado em duas (2%) amostras do grupo GC e, simultaneamente fibras
colagenas do tipo | e lll em oito (50%) amostras de cada grupo. A Figura 4 (C, D,
E, e F) demonstra ainda a presenca de colageno tipo lll (coloracdo verde
brilhante), com as fibras mais delgadas e menos organizadas, e o colageno tipo |
(coloragdo amarela avermelhada) com fibras mais organizadas. Mas, ao
determinar a quantidade total de colageno, apesar de obter mediana de 15,91%
(GC) e 17,60% (GB), a diferenca nao foi significativa (Tabela 2).
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FIGURA 4 — Fotomicrografia do processo de colagenizacdo de lesbes
cutaneas no espaco interdigital de bovinos confinados: aos 14
dias deposicdo de colageno moderada no grupo GB (A) e
grupo GC (B) com pouca colagenizagédo; aos 21 dias de
tratamento grupo GB (C e D) e grupo GC (E e F), com
colageno tipo lll - coloracdo verde brilhante - caracterizado
pelas fibras mais delgadas e menos organizadas, e colageno
tipo | - coloragdo amarela avermelhada em que as fibras
apresentam-se mais organizadas. Coloracdo em picrossirius.
Objetiva de 10X sob luz polarizada
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FIGURA 5 — Representacdo grafica da mediana da
guantificacdo de colageno pelo método
de picrossirius aos 14 dias de
tratamento das feridas dos grupos GB e
GC

TABELA 2 — Mediana da quantificacdo da deposi¢cdo de colageno observada nas
feridas interdigitais de bovinos confinados tratadas com solucéo de
extrato de barbatimao a 5% (GB) e agua (GC) aos 14 e 21 dias de

tratamento
Momento Variaveis histologicas Controle - Barbatiméo — P
GC GB
14° dia Colagenizacao 2,532 3,40° 0,016
21° dia Colagenizacéo 15,912 17,60° 0,117

Teste de Mann-Whitney. p < 0,05

4 DISCUSSAO

A escolha do extrato de barbatiméo para este estudo fundamentou-se
em pesquisas desenvolvidas com esse fitoterapico, como as de EURIDES et al.
(1996), MARTINS et al. (2003) e SHIMIZU (2002). Embora o assunto tenha sido
motivo de varios estudos, 0 uso desse extrato em bovinos ainda ocorre de forma
empirica, sem considerar seu principio ativo principal e o seu mecanismo de acéo
mais provavel que, segundo EURIDES et al. (1996), MARTINS et al. (2003),
SILVA et al. (2009), LIMA (2010) e COELHO et al. (2010), se deve a presenca de
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taninos, que auxiliam no processo cicatricial. Para MONTEIRO et al. (2005) e
SOARES et al. (2008), a acédo reparadora do tanino fundamenta-se na sua
propriedade adstringente e formacédo de uma camada protetora sobre os tecidos
lesionados, caracterizando o complexo tanino proteina e/ou polissacarideos.
Acrescente-se que abaixo dessa camada, o processo de cura pode ocorrer
naturalmente.

Achados clinicos macroscopicos como hiperemia, edema e
hemorragia, presentes nas feridas ao terceiro dia e, com menor intensidade, no
sétimo dia de avaliacdo, sdo compativeis com o processo de reparo tecidual que
caracterizam a fase inflamatoria conforme descrito por BALBINO et al. (2005) e
TAZIMA et al. (2008). Portanto, a presenca desses parametros nas feridas
cirdrgicas interdigitais dos animais dos dois grupos estudados indica que sua
ocorréncia estd relacionada a reacao tecidual fisiolégica e ndo ao protocolo
terapéutico adotado. Achados semelhantes foram citados por LIMA (2010) ao
utilizar o extrato de barbatim&o na forma de creme a 5%, como método auxiliar na
reparacao tecidual de feridas cutaneas incisionais em coelhos.

O parametro clinico secrecéo tipo serosa, que na avaliacdo realizada
ao sétimo dia mostrou-se mais expressivo no grupo GB, contrapfe aos resultados
de LIMA (2010), que tratou feridas com creme a base de extrato de barbatiméo e
nao constatou secrecao a partir do sexto dia de tratamento, atribuindo esse fato a
acado adstringente do tanino presente no fitoterapico. No entanto, resultados
similares ao do presente estudo foram apresentados por MARTINS et al. (2003),
que verificaram a presenca de secrecéo, porém do tipo mucopurulenta em feridas
de equinos tratadas com extrato de barbatimdo, apesar do processo de
cicatrizacdo na referida espécie apresentar particularidades, conforme citou
STASHAK (1991). Segundo ACKERMANN (2009), em processos inflamatorios
cronicos € possivel ocorrer secrecdo. HOUGHTON et al. (2005) e LIMA (2010)
atribuiram o pardmetro secrecdo a contaminacdo exogena da ferida, o que
possivelmente pode ter ocorrido no presente experimento, pois na avaliagdo
realizada ao 14° dia, uma parcela substancial das feridas dos animais de ambos
0S grupos ainda apresentava essa alteracao.

O processo de reepitelizagdao parcial observado na avaliacéo

macroscopica realizada no sétimo e 14° dias, com igual intensidade em ambos os
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grupos, condiz com os achados histologicos referentes ao tecido de granulacao,
nao havendo diferenga significativa. Tais resultados estdo de acordo com os
achados de EURIDES et al. (1996), que descreveram que no terceiro, sétimo e
14° dias de avaliacéo de feridas cirdrgicas tratadas com barbatimé&o, o processo
de reepitelizagcdo aparentemente apresentou evolugédo igual ao grupo controle.
Em contrapartida, MARTINS et al. (2003) citaram que nos primeiros 15 dias de
tratamento, o0 processo de reepitelizacdo foi favorecido pelo extrato de
barbatiméo, tendo em vista a retracdo acentuada das feridas. Porém, nesses dois
estudos somente descreveu-se 0 uso de solucdo aquosa de extrato de
barbatimdo sem, contudo, determinar a concentracdo do produto. COELHO et al.
(2010), utilizando pomada a base de extrato de barbatimédo a 10%, por meio de
avaliacdo macroscopica, também relataram a eficacia do tratamento de feridas
com barbatimdo. Esses autores, no 14° dia de tratamento observaram 100% de
reepitelizacdo no grupo tratado e, no grupo controle apenas 25% de
reepitelizacdo, com o agravante de o processo ter ocorrido parcialmente neste
grupo.

Ainda analisando os dados macroscopicos do presente estudo, o
processo de reepitelizacdo observado aos 21 dias, com 50% das feridas
apresentando reepitelizacdo total, em ambos os grupos, equivalem ao que foi
observado histologicamente. Porém, discordam de EURIDES et al. (1996) que,
apos tratar feridas incisionais com extrato de barbatimdo, relataram completa
reepitelizacdo macroscopica e desenvolvimento substancial de tecido de
granulacdo ao exame histolégico. Com relagdo ao processo de reparacao
tecidual, os resultados macroscopicos e histolégicos desta pesquisa também
divergem dos achados de LIMA (2010), que avaliou a agdo do extrato de
barbatimdo na forma de creme a 5%, obtendo resultados favoraveis ao referido
extrato quanto aos parametros proliferacdo fibroblastica e processo de
reepitelizacdo, verificados histologicamente. Também SHIMIZU (2002),
empregando o extrato de barbatimdo na forma de gel, relatou que embora as
feridas tratadas apresentassem formacao de tecido de granulagdo menos intensa,
a reepitelizacao foi melhor.

Nas avaliacbes macroscopica e microscopica, as crostas estiveram

presentes do terceiro ao 14° dia de tratamento, de forma semelhante nas feridas
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de ambos os grupos. Mas, no ultimo dia de avaliacdo, histologicamente este
achado foi mais expressivo no grupo GB. Achado similar foi observado por
MARTINS et al. (2003), que relataram maior formacdo de crostas espessas e
secas nas feridas tratadas com extrato de barbatimdo. Segundo MONTEIRO et al.
(2005) e SOARES et al. (2008) esta acao pode ser atribuida ao tanino. LIMA
(2010), utilizando creme de barbatimdo a 5%, na avaliacdo de cicatrizacdo de
feridas em coelhos, também admitiu a presenca de crostas, ressaltando que
conferiu protecdo as feridas contra a penetragdo de agentes exdégenos.
Igualmente, EURIDES et al. (1996) fizeram referéncia a formacao de crostas em
funcdo do principio ativo tanino. Aos 21 dias, tanto macroscopicamente como
histologicamente a presenca mais expressiva de crostas no grupo GB também
sugere a participacéo do tanino na formacao desse achado. Embora, esse achado
indigue uma acgédo favoravel ao extrato de barbatiméo, possivelmente durante a
formacao das crostas houve contaminacao do tecido em restauragéo, o que pode
ter contribuido para a presenca de infiltrado polimorfonucelar e mononuclear aos
21 dias, indicando que a fase inflamatéria se estendeu além do fisiologico, porém,
iISso ndo impediu que as fases proliferativa e de remodelagdo ocorressem
normalmente.

Apesar de nao terem sido observadas diferencas significativas entre as
variaveis histoldgicas nas feridas de ambos os protocolos empregados, foi
constatada menor intensidade de infiltrado polimorfonuclear nos dias trés, sete e
14 naquelas feridas tratadas com extrato de barbatimdo. Considerando as
condicbes de confinamentos, como a presenca de umidade e excrementos, €
possivel que o achado tenha alguma relacdo com o efeito antinflamatério do
extrato de barbatimdo, que pode ter interferido no processo de forma benéfica.
Resultados semelhantes foram descritos por MINATEL et al. (2010) quando
trataram feridas ulceradas em ratos com pomada de barbatimdo a 3% e 10%,
sendo observado infiltrado inflamatério menos intenso nas que receberam
tratamento com maior concentragao do extrato.

De maneira similar ao encontrado no presente estudo, LIMA (2010)
avaliando o processo de cicatrizacao de feridas em coelhos e empregando creme
de extrato de barbatimdo a 5%, notou menor predominancia de células

polimorfonucleares na fase inicial do processo inflamatério. Igualmente, COELHO



87

et al. (2010), utilizando extrato de barbatimdo a 10% em pomada, descreveram
que neutrofilos e linfécitos estiveram presentes por menor tempo nas feridas
tratadas em relacdo aquelas que ndo receberam tratamento. SHIMIZU (2002)
também pesquisou a acdo antinflamatoria do extrato de barbatimdo na forma de
gel a 5%, constatando menor intensidade de células polimorfonucleares. Ao
contrario dos achados da presente pesquisa, EURIDES et al. (1996) fizeram uso
de extrato aquoso de barbatim&o e observaram, aos sete dias, maior intensidade
de polimorfonucleares em relacdo ao grupo controle.

Neste estudo, apesar da possivel acdo antinflamatéria do extrato de
barbatimdo observada até o 14° dia, a presenca de sujidades limitou a acdo do
produto, o que poder ter contribuido para o prolongamento da fase inflamatéria,
observada aos 21 dias em ambos os grupos. Segundo BALBINO et al. (2005) e
THEORET (2005), as células polimorfonucleares protegem o tecido realizando
fagocitose e desencadeiam a liberacdo de enzimas proteoliticas e mediadores
quimicos que sdo primordiais ao processo de reparacao tecidual. Contudo,
guando o recrutamento de neutréfilos € menor, a resposta inflamatoria € menos
acentuada, o que se traduz em um processo de reparo mais rapido. Afirmacdes
semelhantes foram defendidas por ACKERMANN (2009).

Considerando o processo de colagenizagédo, apesar de ter ocorrido
diferenca significativa apenas aos 14 dias, observando os resultados e
visualizando as laminas subsequentes (dia 21), além da maior intensidade de
fibras coldgenas nas feridas dos bovinos do grupo GB, numericamente o
colageno tipo | também foi mais expressivo. Portanto, € possivel que o extrato de
barbatim&o tenha contribuido para acelerar o processo de remodelacéo da ferida.
Estes resultados estdo de acordo com os achados de EURIDES et al. (1996) e
LIMA (2010), que destacaram maior intensidade para o0 processo de
colagenizacédo nas feridas tratadas com extrato de barbatimdo. De igual forma,
COELHO et al. (2010) e MINATEL et al. (2010) relataram que o uso de pomada
contendo extrato de barbatim&o a 10% acelerou o processo de colagenizacgao,
antecipando as fases proliferativa e de remodelacao tecidual. Maior quantidade de
colageno também foi enfatizada nos resultados de SHIMIZU (2002), com a

aceleracdo da polimerizacéo das fibras.
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Analisando os achados dos diferentes momentos de avaliacédo, nota-se
que, qualitativamente, o processo de reparacao foi melhor nas feridas tratadas
com solucdo do extrato de barbatimdo a 5%. Pois, apesar das diferencas nao
significativas e o prolongamento da fase inflamatoria, € possivel que essa solucéo
tenha promovido efeito antinflamatério, uma vez que se observou menor
intensidade de infiltrado polimorfonuclear até o 14° dia de tratamento no grupo
GB. E, embora o processo cicatricial tenha se estendido além do fisiologico, a
fase proliferativa, assim como a de remodelacéo foi qualitativamente melhor no
grupo tratado com extrato de barbatim&o, devido a presenca de colageno tipo I.

Apesar do suficiente espaco do campo experimental para o niumero de
animais estabulados e da remocéo diaria dos excrementos, a presenca de
sujidades e umidades foi inevitavel. Autores como ADAS (2001), GREENOUGH
(2007) descreveram que locais Umidos contribuem para 0 insucesso do
tratamento com medicamentos topicos, pois o tempo de contato do medicamento
na area da lesdo é reduzido. Outro fator que pode ter limitado a acdo do produto
pode ser fundamentada na baixa concentracdo da solucdo, pois SILVA et al.
(2009) utilizaram esse mesmo extrato a 10% e obtiveram resultados satisfatorios
no tratamento tépico de feridas decorrentes da remocdo cirlrgica de lesbes
digitais. Mas, ao contrario do estudo macro e microscopico aqui realizado, esses
autores fundamentaram-se apenas nas avaliacfes macroscopicas das lesdes.

Deve-se considerar o veiculo aguoso empregado, pois, segundo
SHIMIZU (2002), medicamentos topicos a base de pomada (MINATEL et al.,
2010) e creme (LIMA, 2010), proporcionam um tempo maior de contato com a
ferida em relacdo aos produtos aquosos, permitindo melhor acdo do principio
ativo. Contudo, em se tratando de animais de producdo e considerando a alta
prevaléncia das enfermidades digitais, 0 emprego de outro veiculo em tratamento
individualizado pode ser inviavel, do ponto de vista pratico e econémico. Além
disso, se solu¢cdes menos concentradas sao eficazes isso torna o tratamento
mMenos oNneroso.

Acredita-se que 0 manejo intensivo empregado na presente pesquisa,
ao qual os animais foram submetidos, possa ter propiciado maior acumulo de
dejetos e umidade no local, mesmo o estudo tendo sido realizado no periodo seco
do ano. Nesse sentido, para estabelecer protocolos terapéuticos com o extrato de
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barbatimdo é preciso considerar as caracteristicas de manejo de cada
propriedade, conforme mencionaram WELLS et al. (1999) e ROMANI (2003).
Apesar de SILVA et al. (2009) terem obtido éxito utilizando o extrato de
barbatimdo no tratamento de feridas de dermatite digital em bovinos da raca
Nelore, ressalta-se que os animais foram manejados extensivamente, o que
propiciou menor acumulo de dejetos.

Por altimo, acredita-se que o manejo adotado para conduzir os bovinos
através do pedilivio minimizou a contaminacao das solucdes, pois antecedendo a
passagem dos animais, as extremidades distais dos membros locomotores eram
lavadas com &gua corrente sob baixa pressdo. Além disso, se efetuava a troca
diaria das solucdes, apds a passagem dos bovinos. Tais condutas estdo de
acordo com as recomendac¢fes de ADAS (2001), EPPERSON & MIDLA (2007) e
GRENOUGH (2007), que aconselharam a troca das solu¢cbes apds a passagem
de 250 a 300 animais no pedildvio, uma vez que em presenca de matéria
organica, rapidamente as solucfes sanitizantes podem perder seu efeito.
Portanto, é possivel que o acumulo de dejetos e a umidade no estadbulo onde os

animais permaneceram se constituiu no maior desafio para o produto testado.

5 CONCLUSAO

A solucdo de extrato de barbatimdo a 5% em pedildvio auxilia
qualitativamente no processo de remodelacdo da reparacado tecidual de feridas
cutaneas interdigitais incisionais de bovinos confinados, mas neste estudo néo

impediu o prolongamento da fase inflamatoria, além do fisiologico.
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

As informacgfes contidas nas literaturas consultadas foram relevantes
para compreender, em parte, os fatores de risco envolvidos na etiopatogenia das
enfermidades podais. Além de avaliar a intensidade dos prejuizos causados em
decorréncia da queda na producdo, custos com tratamentos, aumento da
demanda de mao-de-obra e descartes de animais, o aproveitamento condicional
do leite, enquanto os animais estdo em tratamento e, acima de tudo, o
comprometimento do bem-estar animal também foi destaque nesta revisdo de
literatura. Como se trata de um processo multifatorial € possivel que alguns
fatores de risco envolvidos na etiopatogenia dessas enfermidades ainda néo
sejam conhecidos.

Ainda sobre o carater multifatorial das afec¢des podais, sobretudo, a
dermatite digital, a busca pelo conhecimento de novos fatores de risco precisa ser
continua, inclusive abrindo espaco para pesquisas envolvendo possiveis causas
inerentes ao préprio animal, como as genéticas. E, como em humanos a
predisposicao a determinadas infecc6es pode estar associada ao tipo sanguineo,
€ compreensivel extrapolar esse tipo de associacao para a espécie bovina, ja que
nesta espécie, algumas caracteristicas de producao ja foram relacionadas.

Além disso, estudos tentando provar a relacdo entre os tipos
sanguineos e a predisposicdo as enfermidades digitais pode representar um
avango na busca de novos fatores de risco envolvidos na génese de tais
enfermidades. Essa hipdtese pode ser sustentada ndo somente nas
caracteristicas produtivas, mas também na possibilidade de a conformacédo do
casco estar ligada a fatores genéticos. Como a conformacdo do casco €
considerada um fator predisponente a ocorréncia de algumas doencas podais, €
possivel a hipotese do envolvimento do tipo sanguineo na etiopatogenia dessas
doencas.

Apesar da hipétese de que o0s tipos sanguineos podem estar
envolvidos na génese da dermatite digital bovina, os resultados obtidos neste
estudo ainda ndo permitem tal afirmacédo, devido a complexidade dos sistemas
sanguineos nesta espécie e ao pequeno numero de animais estudados. Isso

dificulta estabelecer uma correlacdo precisa, identificando apenas os fatores
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sanguineos. Ademais, devem-se considerar 0os inimeros cruzamentos de bovinos
em que o produto disso, fenotipicamente, € um animal puro, mas geneticamente
podem apresentar alelos de diferentes ragas bovinas, complexando ainda mais o
grupo sanguineo. Dessa forma, seria pertinente o desenvolvimento de pesquisas
abrangendo diferentes racas de bovinos em diferentes regides, com maior
namero de unidades experimentais, pesquisando as variantes proteicas dos
diferentes alelos que constituem cada fator sanguineo para se chegar a uma
conclusao mais precisa.

Em relacdo as medidas terapéuticas e profilaticas, apesar de se ter
conhecimento de diferentes protocolos terapéuticos a base de antibitticos,
antissépticos, as caracteristicas inerentes a cada propriedade sdo de suma
importancia para escolha do protocolo. O uso dos protocolos tradicionais tem
preocupado técnicos e produtores rurais, pois 0 uso de antibidticos sistémicos,
quando o alvo sdo vacas em lactacdo pode deixar residuos no leite, situagdo que
obriga o descarte do produto, sendo, portanto, considerado um aspecto negativo
dessa modalidade de tratamento. Protocolos que requerem a passagem dos
bovinos em pedilavio tém sido eficientes, contudo, as solu¢Bes sanitizantes a
base de produtos quimicos e de antibiéticos podem contaminar o solo, uma vez
que tais solu¢cbes de descarte sdo lancadas em fossa ou diretamente no solo,
sem nenhum tratamento prévio. Essa situacdo pode contribuir para o desequilibrio
do meio ambiente.

Todavia, ja existem posicfes definidas sobre a necessidade de buscar
alternativas terapéuticas com menor poder residual. Nesse contexto, o uso de
fitoterapicos vem ganhando espaco dentre os medicamentos que podem
minimizar os efeitos prejudiciais ao meio ambiente, a saide do homem e dos
animais. Ao contrario do uso de agentes quimicos e antibioticos, o emprego de
fitoterapicos pode se constituir também em motivacdo para a preservacdo do
ambiente e certificagdo das propriedades rurais, visando a valorizagcdo de tudo
que ali for produzido. Uma vez comprovada cientificamente a acéo
medicamentosa do extrato de barbatimao, este podera ser produzido em escala
comercial, gerando divisas para o pais e melhorando a condi¢cédo financeira do

homem do campo. Ha de se considerar ainda que o barbatimdo € uma planta do
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cerrado e isso podera determinar o marco para desenvolvimento sustentavel do
cerrado brasileiro.

Em se tratando do uso de principios ativos extraidos de vegetais, um
grande avanco verificado sdo as pesquisas cientificas realizadas com o extrato de
barbatimdo, com a comprovacdo da acdo adstringente, antinflamatéria e
hemostatica dos taninos, que, ao precipitar proteinas pode propiciar efeito
antimicrobiano e antifingico. Algumas pesquisas ja comprovaram a agao auxiliar
do extrato de barbatimdo na cicatrizacdo, tanto na forma de creme, gel ou
solucdo. Nesta apresentacdo, também se avaliou seu efeito aplicando por meio
de pincelamento ou em pedilivio para o tratamento de feridas cutédneas e de
algumas enfermidades digitais dos bovinos. Mas, muitos relatos apontam o uso
do extrato do barbatimdo de forma empirica, sendo poucos os trabalhos
cientificos que comprovam sua eficacia.

Ressalta-se que no processo de cura de feridas, os taninos formam
uma camada protetora que, abaixo desta, o processo de cura pode ocorrer
naturalmente. N&o obstante, por ser um produto fitoterapico, acredita-se que o
extrato dessa planta ndo contamina os excrementos dos bovinos, podendo usé-
los como adubo organico sem a preocupacdo com 0s residuos. Assim nao
haveria comprometimento dos agentes microbianos responsaveis pela
transformacao e incorporacdo da matéria organica no solo.

Ainda que os resultados desta pesquisa tenham confirmado apenas a
sua acdo qualitativa, como auxiliar no processo de remodelacdo tecidual, na
cicatrizagdo de feridas digitais em bovinos confinados, fundamentando-se nos
resultados positivos de outros estudos cientificos empregando animais de
laboratorio ou utilizando o produto no tratamento de feridas de bovinos, mantidos
em criacdes extensivas, ndo se pode omitir que o extrato de barbatiméo se pode
constituir em alternativa terapéutica viavel. Entretanto, a baixa concentracdo do
fitoterapico, o menor tempo de contato com a lesédo, decorrente da umidade e
associada aos excrementos acumulados no ambiente de confinamento podem ter
limitado a acdo dos taninos existentes no extrato da planta testada.

Por fim, fazendo uma analise geral sobre 0 emprego da fitoterapia, em
diferentes formulacdes, solugbes, unguentos e cremes, sem duvida representa

um avanco no tratamento das enfermidades digitais.
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