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RESUMO

MIRANDA, Natalie Nabelle Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2025. Caracterizacao morfo-histoquimica de sarcoides equinos: Padroes de
colagenos e suas possiveis vias de modulacao celular. Orientador: Fabricio
Luciani Valente.

As alteracbes cutaneas proliferativas de natureza fibroblastica, como os sarcoides
equinos, envolvem modificagdes na arquitetura estromal, que impactam diretamente
na sua evolugéo clinica. Considerando a relevancia dessas lesbes e o efeito da
comunicacao celular na resposta do organismo as injurias, esse trabalho se dividiu
em dois capitulos. No primeiro, foi desenvolvido uma revisdo sistematica a fim de
investigar o papel dos exossomos na remodelagéo da pele e suas vias de agdo. Os
trabalhos abordados demonstraram a utilizacdo dos exossomos como moduladores
no processo de reparo tecidual e o seu potencial terapéutico na resolucao clinica,
por meio da sinalizagdo das vias TGF-?2/SMAD2 e p38 MAPK. O segundo capitulo
traz uma caracterizacao morfolégica e a quantificacao de colageno em amostras de
sarcoide equino, a fim de obter maior entendimento acerca da sua manifestacéo
clinica e desenvolvimento. Foram observados crescimento dérmico, infiltragcdo e
predominancia de colageno tipo I. A articulacdo das duas etapas salienta a
importancia de desvendar os processos envolvidos em lesdes proliferativas e instiga
0 potencial uso dos exossomos como biomarcadores de diagnostico ou forma
terapéutica. A escassez de estudos originais in vivo, especialmente voltados para a
medicina veterinaria, com padronizacdo metodolégica e investigacdo dos
mecanismos moleculares e celulares envolvidos na regulagdo estromal evidencia a
demanda por pesquisas mais aprofundadas e consistentes nesse campo.

Palavras-chave: lesdes proliferativas; fibroblastos; remodelagao tecidual; exossomos



ABSTRACT

MIRANDA, Natalie Nabelle Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2025. Morphohistochemical characterization of equine sarcoids: Collagen
patterns and their possible pathways of cellular modulation. Adviser: Fabricio
Luciani Valente.

Proliferative cutaneous lesions of fibroblastic nature, such as equine sarcoids, involve
modifications in stromal architecture that directly impact their clinical progression.
Considering the relevance of these lesions and the effect of cell-to-cell
communication on the organism’s response to injury, this work was structured into
two chapters. The first chapter presents a systematic review aimed at investigating
the role of exosomes in skin remodeling and their mechanisms of action. The studies
demonstrated the use of exosomes as modulators in the tissue repair process and
their therapeutic potential in clinical resolution, through signaling pathways such as
TGF-B2/SMAD2 and p38 MAPK. The second chapter offers a morphological
characterization and collagen quantification in equine sarcoid samples, in order to
gain a deeper understanding of their clinical manifestation and progression. Dermal
expansion, infiltration, and a predominance of type | collagen were observed. The
articulation between the two chapters highlights the importance of unraveling the
processes involved in proliferative lesions and points to the potential use of
exosomes as diagnostic biomarkers or therapeutic agents. The scarcity of original in
vivo studies, especially in veterinary medicine, with standardized methodologies and
investigation of the molecular and cellular mechanisms regulating the stroma,
underscores the need for more in-depth and consistent research in this field.

Keywords: proliferative lesions ; fibroblasts; tissue remodeling; exosomes
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INTRODUGAO GERAL

As afecgdes proliferativas em tecido cutaneo de equinos sao responsaveis
pelo comprometimento do bem-estar desses animais, além de resultar em prejuizos
econdmicos aos seus proprietarios (Assis-Brasil et al., 2015). Dentre elas, o sarcoide
destaca-se por ser a neoplasia mais comum na rotina clinica. Apesar de ser
histologicamente classificado como benigna, esta lesdo apresenta comportamento
localmente agressivo devido a sua natureza infiltrativa (Marques et al., 2023).
Microscopicamente, caracteriza-se pela hiperplasia e hiperqueratose de epiderme,
proliferacao fibroblastica, baixa atividade mitética e pouca vascularizagéo (Pinheiro et
al., 2015).

Estudos na area oncolégica relatam a importancia do estroma tumoral para o
desenvolvimento neoplasico. O estroma € composto por varios tipos celulares e matriz
extracelular, e sua forma de organizacao € fundamental para compreender a estrutura
do tumor. A interacgao entre fibroblastos, miofibroblastos e a sintese e organizacgao de
colageno podem favorecer a invasao e o comportamento tumoral, enfatizando a
importancia em compreender a morfologia e os processos metabdlicos do sarcoide
equino (Scarelli, 2015).

Nesse contexto, os exossomos tém sido estudados como eficientes
sinalizadores celulares, com a capacidade de carrear e entregar diversas moléculas a
célula-alvo, participando ativamente na transmissao de informacgdes fisiolégicas e
patolégicas no organismo (Gurunathan et al., 2021).

Os exossomos podem desempenhar um importante papel no
desenvolvimento e na progressao de neoplasias (Gurunathan et al., 2021). Por isso,
€ importante a realizagao de pesquisas voltadas para entender seu envolvimento em
processos tumorais e fibroproliferativos.

Isto posto, a busca por evidéncias da funcionalidade dessas estruturas no
metabolismo celular e reorganizagao estromal, juntamente com a analise morfoldgica
de peles acometidas por sarcoide, pode oferecer insights pertinentes para o
desenvolvimento de novos métodos diagnosticos e terapéuticos, além de auxiliar na

elucidacao da fisiopatogénese tumoral.
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CAPITULO 1: REVISAO SISTEMATICA: EXOSSOMOS E REMODELAGAO
TECIDUAL EM LESOES CUTANEAS FIBROBLASTICAS

1. INTRODUGAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo e contribui para diversas fungdes do
organismo. Elas incluem: barreira estrutural contra agentes externos;
termorregulagédo; protecdo contra perdas de substancias; produgdo de anexos
epidérmicos queratinizados; secrecdo de produtos; percepcdo de sensagdes;
produgdo de vitamina D, entre outras (Lucas, 2014).

Quando o tecido cutaneo é lesionado, varios processos metabdlicos sao
ativados, com o intuito de restabelecer a sua integridade. Durante a evolugdo do
reparo tecidual, a regido afetada passa pelas fases inflamatéria, proliferativa e de
remodelagado, que envolvem a atuagao de diversas células (Souza, 2021).

Os fibroblastos desempenham papel importante na sintese de colageno tipo |
e lll e reorganizagdo da matriz extracelular (MEC), podendo ter influéncia direta na
qualidade da cicatrizagao (Souza, 2021). Anormalidades como proliferagao excessiva
dessas células e deposicdo exacerbada de colageno podem levar a alteragbes
indesejaveis, comprometendo a eficiéncia tecidual (Griffin, 2020). Compreender os
mecanismos de regulacdo e vias de sinalizacdo dos fibroblastos constitui uma
estratégia eficaz para evitar o desenvolvimento de lesdes proliferativas.

Nas ultimas décadas, as vesiculas extracelulares, em especial 0s exossomos,
vém se destacando pelo seu importante papel na comunicacgao intercelular (Saenz-
Cuesta, 2015). Os exossomos participam de processos biolégicos e patoldgicos, por
meio do carregamento de substancias como proteinas, lipideos e microRNAs,
capazes de atuar na transmissao de informagdes e modular a expressao génica das
células-alvo. As pesquisas tém se direcionado ao estudo do papel dos exossomos na
patogenia e evolugdo de diversas injurias, com foco para sua utilizagdo como
biomarcador diagndstico e potencial terapéutico (De Toro, 2015).

Apesar dos estudos com exossomos demonstrarem resultados promissores,
ainda ha um longo caminho a percorrer. A literatura apresenta muitas lacunas a serem
preenchidas acerca da sua aplicabilidade, especialmente no campo da veterinaria, o

que abre margem para novos trabalhos e observacoes.
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Isto posto, uma analise cientifica sobre o tema pode agregar informacdes
valiosas para o delineamento de novos projetos. Logo, essa revisdo objetiva explorar
e organizar os dados cientificos disponiveis sobre o papel dos exossomos na
remodelagdo tecidual de lesbes cutaneas fibroblasticas, com enfoque nos seus

mecanismos celulares e moleculares.

2. MATERIAL E METODOS

A revisao sistematica foi conduzida seguindo as recomendagbes do método
PRISMA (2020) e buscou responder a seguinte questdo: Como os exossomos atuam
na remodelacéo fibroblastica de lesbes cutdneas em modelos in vivo?

Foi realizada a busca de artigos nas bases de dados Science Direct, Scopus
e Embase, utilizando a seguinte string: ("in vivo") AND (fibroblast) AND (skin) AND
("skin lesion" OR "skin cancer") AND (exosome) AND ("wound healing" OR "tissue
remodeling").

O estudo foi direcionado pelo sistema PICOS, especificando a populagao de
interesse (P), a intervencao (I) ou exposi¢cao almejada, o comparador ou controle (C),
os outcomes (O) ou desfechos esperados e os tipos de estudos (S) mais apropriados
(Tabela 1).

Tabela 1 - Aplicagao do critério PICOS

P (Populacéo) Qualquer ser vivo com lesdes cutaneas e proliferagao/ativagao
de fibroblastos

I (Intervencéo) Administragao ou liberacao de exossomos in vivo

C (Comparador/ Controle) Placebo ou outros tipos de moléculas

O (Outcomes/ Desfecho) Desenvolvimento de remodelagao tecidual

S (Studies/ Tipos de estudo) Estudos in vivo experimentais/observacionais que envolvam o

processo de remodelagao/reparo de tecido cutaneo

Fonte: elaboragao propria (2025).

Os critérios de elegibilidade incluiram: artigos originais, revisados por pares,
publicados entre os anos de 2015 e 2025 (considerando o periodo entre janeiro a julho
de 2025), escritos em inglés, com foco no papel dos exossomos em lesdes cutdneas

fibroblasticas, com destaque em cicatrizacdo e remodelacéao tecidual.
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Para a selegcdo e extragdo dos artigos, foi utilizado o software StArt 3.0.3
BETA. Inicialmente, foi feita a remogéo dos trabalhos duplicados e uma triagem dos
textos por meio da leitura do titulo e resumo de cada um. Foram excluidos trabalhos
gue ndo se enquadraram ao padrao de inclusdo citado acima, além de estudos sem
informacoes.

Os artigos selecionados para a extragao foram lidos na integra e processados
novamente pelo sistema de inclusdo ou exclusdo ja mencionados, sendo excluidos
também aqueles cujo acesso era restrito. Foram extraidos os seguintes dados: ano
de publicagao, pais de realizagado, tipos ou origens dos exossomos, metodologia e
principais resultados.

A analise foi qualitativa e descritiva, demonstrando o desenvolvimento dos

ensaios e seus impactos cientificos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca resultou em 808 registros, dos quais 42 estavam duplicados. Apés a
triagem, 17 artigos foram selecionados para leitura do texto completo. Destes, apenas
dois permaneceram dentro dos critérios de elegibilidade. Os detalhes do processo

estado esbogados na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma de selegao dos artigos baseado no método PRISMA
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Registros identificados nas bases de dados
Science Direct: 437
Scopus: 361
Embase: 10

Identificagio

Total de registros identificados: 808

Registros excluidos
\ ) por duplicatas: 42

Total de registros sem duplicatas. 766

=
=
L
i Registros exciuidos
por ndo atenderem
05 critérios de
Inclusdo; 749
F . §
- Total de registros selecionados para leitura
B completa: 17
k=]
E
g Registros excluldos
por ndo atenderem
0s critérios de
— inclusdo: 15
=2
3
= Nomero de registros incluldes na revisdo; 2
£
| —

Fonte: elaboracgao prépria (2025).

Abaixo, estao identificados o numero de registros excluidos e seu respectivo

critério (Tabela 2).

Tabela 2 - Total de artigos excluidos de acordo com os critérios de exclusao

Total de artigos rejeitados Total de artigos rejeitados
Critério de exclusao apos leitura do titulo e apos leitura completa
resumo
Revisoes, resumos em 554 5

congressos, livros e capitulos
de livro
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Estudos sem autor, titulo, 29 -
resumo, local de publicagao

Artigos publicados fora do 2 -
periodo estipulado

Foco divergente (estudos com 164 4
foco em outros 6rgaos, em outro

tipo de lesdo e sem

envolvimento de exossomos)

Sem acesso ao artigo completo - 1

Pesquisa sem ensaio in vivo - 5

Artigo em lingua diferente do 0 0
inglés

Total 749 15

Fonte: elaboracao prépria (2025).

Foram incluidos dois estudos que investigaram as implicagées dos exossomos
na remodelacao tecidual da pele com ativagao de vias de sinalizagao fibroblastica. O
primeiro trabalho, realizado por Fang et al. (2016), demonstrou os efeitos antifibroticos
de exossomos provenientes de células-tronco mesenquimais do cordao umbilical
(uUMSC-Exos), por meio da inibicdo da via do fator de crescimento-#2/SMAD. A
segunda pesquisa, conduzida por Zhang et al. (2025), apresentou os efeitos de
exossomos derivados de células-tronco induzidas humanas (hiPSC-Exos) na
cicatrizacdo tecidual através da via FGF2/p38. Ambos os trabalhos foram
desenvolvidos na China e utilizaram modelo animal murino para observagao in vivo.

Os dois estudos obtiveram resultados promissores acerca da atuagcéo dos
exossomos na modulagdo da atividade dos fibroblastos e remodelacdo cutanea.
Apesar disso, se diferem quanto a origem exossomal e vias metabdlicas envolvidas,
além das etapas para analises metodoldgicas.

Na pesquisa de Fang et al. (2016), foram induzidas feridas de 1,5 cm de area

no dorso de camundongos. Estas foram inicialmente cobertas com Tegaderm por 24h
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e posteriormente, mantidas abertas. Apos 24h da les&o, foi injetado um hidrogel
diluido com uMSC-Exos ao redor da ferida. Nos grupos controles, foram utilizados
solugao salina tamponada com fosfato (PBS), exossomos derivados de células HEK-
293T ou sobrenadante livre de exossomos das células-tronco mesenquimais do
cordao umbilical.

Foi feito o monitoramento da contracéo das feridas nos dias 10,14 e 25 através
de fotografias analisadas pelo software Adobe Photoshop. No dia 25, foi realizada a
coleta de tecido cutédneo para analise histologica e molecular.

O isolamento dos exossomos foi através do processo de ultracentrifugagéo e
sua caracterizacdo foi feita pela quantificacdo proteica através do kit BCA,
rastreamento de particulas pelo NanoSight NS300 e confirmada pela detec¢do da
proteina CD81 por Western blot.

Além disso, a citometria de fluxo foi utilizada para observagao da resposta
celular, pela analise do ciclo celular e quantificagdo da expressao de Alfa Actina de
Musculo Liso (a -SMA) e p-SMAD.

Por fim, imunofluorescéncia e hibridizacao fluorescente in situ (FISH) foram
usadas para deteccdo de proteinas e microRNAs associados a diferenciacao
fibroblastica. Neste trabalho também foi realizado um ensaio in vitro para validacao
dos resultados in vivo, utilizando fibroblastos cultivados.

No segundo estudo (Zhang et al., 2025), foram induzidas, em cada modelo
animal, duas feridas dorsais de 6 mm, uma em cada lado da linha média. Foi
posicionado a borda da lesdo um anel de silicone estéril, a fim de evitar sua contragao
automatica. O tratamento foi feito com a administracdo de hiPSC-Exos em dose baixa
(5 ug) e alta (50 pg) ao redor da ferida. No grupo controle foi utilizado PBS. O
progresso da cicatrizagao foi acompanhado diariamente por meio de fotografias e foi
coletado tecido dérmico nos dias 3, 5, 7 e 10.

A obtencdo dos exossomos também ocorreu por ultracentrifugagdo, com sua
caracterizacao por dosagem proteica em kit BCA, rastreamento por nanoparticulas e
microscopia eletrénica de transmissdo e marcacdo de CD9, CD63 e CD81 por
Western blot. Os hiPSC-Exos foram marcados por PKH26, para verificar a captacao
desses exossomos pelo epitélio.

As amostras teciduais foram processadas para histologia com coloracédo de
hematoxilina-eosina e tricromico de Masson, DAPI e para imunohistoquimica (usando
anticorpos anti-PCNA e anti-HRP).
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A reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) foi

usada para observar a expressao génica e a técnica de Western blot foi utilizada para

quantificagéo proteica, juntamente com a analise no software ImageJ.

Esse processamento também foi

humanos, para validagéao do estudo.

realizado in vitro com queratinécitos

Abaixo, encontra-se uma tabela comparativa sobre a condugao entre as duas

pesquisas (Tabela 3).

Tabela 3 - Aspectos comparativos entre estudos in vivo associados a influéncia dos exossomos

na remodelagao tecidual

Aspecto

Fang et al., 2016

Zhang et. al, 2025

Fonte de exossomos

Isolamento de exossomos

Caracterizagcado de exossomos

Modelo animal

Uso dos exossomos

Grupos controle

Avaliacao da cicatrizagao

Analises celulares e
moleculares

Células-tronco mesenquimais

do cordao umbilical
Ultracentrifugagao

Kit BCA
NanoSight NS300
Western blot (CD81)

Camundongos machos
Feridas dorsais de 1,5 cm

Injecdo local SC*, aplicagao
Unica, 48h apds a leséao, diluido
em hidrogel

PBS, exossomos de HEK293 e
sobrenadante livre de
€x0ssomos

Fotografias nos dias 10, 14 e
25
Coleta de tecido no dia 25

Citometria de fluxo,
imunofluorescéncia, FISH e
Western blot

Células-tronco induzidas

humanas
Ultracentrifugagao

Kit BCA
Rastreamento de
nanoparticulas
Microscopia eletrénica de
transmissao
Western blot (CD9, CD63 e
CD81)

Camundongos machos
Feridas dorsais bilaterais de 6
mm, com anel de silicone

Injecdo local SC, aplicagao
diaria, em doses de 5 ug e 50
Mg

PBS

Fotografias diarias
Coleta de tecido nos dias 3, 5,
7¢e10

Imunohistoquimica, gRT-PCR,
Western blot

*SC= subcutaneo

Fonte: elaboragao propria (2025).
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Os achados validados por Fang et al. (2016) atestam a modulagdo do
processo de reparo tecidual pelos uMSC-Exos através da inibicao da diferenciacao de
fibroblastos em miofibroblastos.

O uso desses exossomos resultou em cicatrizacdo mais eficiente dos
ferimentos e formagéo de tecido cicatricial menos espesso e com melhor organizagéo.
Esses efeitos ocorreram devido a redugéo da expresséo de a -SMA e de colageno tipo
I, considerados marcadores pro-fibréticos. O papel dos uMSC-Exos foi atribuido aos
microRNAs especificos miR-21, miR-23a, miR-125b e miR-145, que atuam inibindo a
via TGF-B/SMADZ2. Os padroes de expressao dos microRNAs foram definidos a partir
de informacgdes disponiveis pelo banco de dados NCBI's Gene Expression Omnibus
(GEO).

A andlise de FISH mostrou expressao generalizada de p-SMAD2 na pele
lesionada e sua grande redugdo no grupo tratado, reforcando a atuagcédo dos
microRNAs como supressores da via TGF3 /SMAD2.

Ademais, foi observado um aumento de células na fase G2 do ciclo celular e a
promog¢ao de migragao celular no grupo tratado, indicando que os exossomos também
podem promover a proliferagao e recrutamento de fibroblastos.

Zhang et al. (2025) mostraram o impacto dos hiPSC-Exos na promog¢ao da
cicatrizacdo da pele. Foi evidenciada maior taxa de contracdo da ferida e redugao da
expressao de mRNA de fatores inflamatdrios e de quimiocinas nos grupos tratados,
indicando reducéao da inflamacéo.

Os resultados dessa pesquisa propuseram que esses exossomos induzem a
proliferacao celular, a partir da constatacdo da maior expressao da proteina PCNA e
aumento da espessura epidérmica nos grupos tratados, indicando sua participagao na
remodelagao cicatricial pela maior deposi¢ao e melhor organizagao de colageno.

O aumento da expressdo da proteina p38 fosforilada nos grupos tratados
comprova a atuacao dos hiPSC-Exos por meio da via p38 MAPK. Foi apontado nesse
estudo que essa via € ativada pelo eixo FGF2-FGFRS3.

Embora este ensaio nao tenha utilizado os fibroblastos como alvo principal,
foram apresentados efeitos na deposi¢ao de colageno e remodelacdo da MEC. Essas
observacgodes, juntamente com o importante papel desempenhado pelo FGF2 na
ativagdo da via estudada, tornam possivel inferir que os hiPSC-Exos favorecem a

estimulagao controlada e orientada dessas células durante a regeneragao tecidual.
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Ainda que os estudos apresentados tenham abordagens diferentes, ambos
destacam que os exossomos possuem papel fundamental na modulagao da funcao
fibroblastica durante a evolugdo do reparo cutdneo. Como consequéncia, abrem
margens para duas formas promissoras de terapias direcionadas para a cicatrizagao
dérmica, voltadas para prevencao de fibrose excessiva ou aceleracdo da
regeneracao, através de estimulos de vias de sinalizagdo especificas.

Em ambas as pesquisas, ndo foram relatados efeitos adversos com relagdo ao
uso dos exossomos. No entanto, complicagdes como lesdes granulomatosas de inicio
tardio e necrose ja foram descritas por outros pesquisadores, alertando para a
importancia de mais testes clinicos (Nahm et al., 2024; Tawanwongsri e Vachiramon,
2024).

O pequeno numero de artigos selecionados para esta revisdo reflete uma
significativa lacuna na literatura com relagdo ao tema, indicando que a fung¢do dos
exossomos nhas lesbes proliferativas fibroblasticas ainda é um assunto pouco
explorado e passivel de expanséo.

Além disso, a heterogeneidade entre os estudos limita a comparagao direta
entre eles, dificultando a consolidacdo de evidéncias concretas. Assim, torna-se
importante o desenvolvimento de novos ensaios com protocolos mais uniformes e com
a utilizacdo de modelos animais, a fim de garantir a exceléncia e validade dos

resultados.

4. CONCLUSAO

Apesar dos resultados promissores, o numero reduzido de artigos elegiveis
para essa revisdo e a escassez de estudos in vivo, especialmente na medicina
veterinaria, que avaliem a influéncia dos exossomos na remodelacdo da pele em
lesdes proliferativas fibroblasticas, constituem fatores limitantes para os beneficios da
sua utilizacdo. Além disso, as diferengas entre eles dificultam a comparacgao direta e
o desenvolvimento de um padrao de aplicacédo dessas estruturas.

As atuagbes dessas vesiculas, representadas nos ensaios supracitados,
como acgao antifibrética e anti-inflamatoéria, promocdo de migracao e proliferacéo
celular e modulagdo da composi¢cao da matriz extracelular, enfatizam seu potencial

terapéutico.
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Adicionalmente, a identificacdo de moléculas presentes nos exossomos,
como proteinas e microRNAs, poderia predizer o comportamento proliferativo das
lesdes, constituindo um biomarcador promissor para diagndstico e prognostico e
auxiliando na melhor compreensédo dos mecanismos envolvidos em sua patogenia.

Isto posto, torna-se fundamental a realizacdo de novos estudos in vivo para
preencher as lacunas encontradas acerca do assunto, a fim de elucidar todas as
possiveis aplicagbes dos exossomos na regeneracdo e remodelagdo da pele,

aprimorando e acelerando seu restabelecimento funcional normal.
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CAPITULO 2: CARACTERIZA}}Z\O HISTOLOGICA E COLAGENA DE SARCOIDES
EQUINOS POR COLORACAO DE PICROSIRIUS: IMPLICACOES PARA A
ORGANIZACAO ESTROMAL

1. INTRODUCAO

As afecgdes proliferativas em tecido cutaneo de equinos sao bastante comuns
na rotina clinica, sendo responsaveis pelo comprometimento do bem-estar desses
animais, além de resultar em prejuizos econdmicos aos seus proprietarios, por
interferéncia no mercado de compra e venda através da desvalorizagao do animal por
danos estéticos, por comprometer a vida atlética de cavalos de esporte e por empregar
custos referentes ao tratamento dessas lesdes (Assis-Brasil et al., 2015).

Dentre as lesbes proliferativas, o sarcoide equino se destaca por ser a
neoplasia de maior ocorréncia nessa espécie, caracterizando-se por seu carater
benigno, apresentar alta taxa de recidiva e possuir variagdo morfolégica ampla.
Apesar de sua relevancia clinica, a etiopatogenia e os mecanismos de progressao
dessa patologia ainda ndo sdo completamente elucidados, enfatizando a importancia
de mais estudos com essa finalidade (Nascimento, 2014).

Nesse contexto, a descrigdo morfo-histolégica, juntamente com a compreensao
acerca da composigao e organizagao da matriz extracelular, € fundamental para o

melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na progressao desse tumor.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sarcoide equino: uma visao geral

O sarcoide equino € a neoplasia cutdnea mais frequente em cavalos (Scott;
Miller, 2003). Sua etiologia e fisiopatogenia nao estao completamente elucidadas, mas
sabe-se que possui relagcdao com a infeccao por Papilomavirus Bovino, embora alguns
estudos também sugiram uma influéncia ambiental no seu desenvolvimento. A
ocorréncia dessa patologia também pode estar relacionada a outras condi¢des
predisponentes, como genética e imunidade (Koch et al., 2018; Marques et al., 2023).

As lesdes ocorrem predominantemente nas regides de cabeg¢a, membros e

areas ventrais do térax e abdémen (Nascimento, 2014). Geralmente ocorre em pele
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previamente lesionada e pode se disseminar para outros animais através de fémites,
contato direto e insetos (Scott; Miller, 2003).

Pode ser classificada em seis formas clinicas: verrucosa, fibroblastica, nodular,
superficial ou oculta, maligna ou mista e usualmente s&o multiplas e agressivas
localmente (Nascimento, 2014). Embora ndo tenha carater fatal e ndo promova
metastase, é uma injuria passiva de altas recidivas e com consequéncias indesejaveis
ao animal e ao seu proprietario, por comprometimento de seu desempenho, sanidade
e valor comercial (Marques et al., 2023).

O diagnéstico envolve o histérico do animal, os achados clinicos, histopatologia
e presencga do agente em exames moleculares (Nascimento, 2014). Pode predispor a
infeccdes secundarias, com secrecdo e ulceracdo, além de ocasionalmente se
apresentar visualmente de maneira similar a outras injurias, como habronemose
cutanea, tecido de granulagao exuberante, fibrossarcoma, entre outros (Marques et
al., 2023).

Diversas opgdes terapéuticas estdo disponiveis e elas incluem: excisdo
cirargica, criocirurgia, cirurgia a laser, eletroquimioterapia associada a cisplatina, cepa
atenuada de Mycobacterium bovis, radioterapia e aplicacdo de aciclovir (Rosa;
Campos, 2024). Ainda assim, ndo ha uma intervencdo completamente eficaz,
constituindo sua resolugao em um desafio clinico (Marques et al., 2023).

Por isso, é de extrema importancia um estudo mais detalhado acerca da
histofisiologia dessa enfermidade, a fim de esclarecer os mecanismos envolvidos no

seu desenvolvimento e evolucgao.

2.2. Matriz extracelular e processo de remodelagao tecidual

A Matriz Extracelular (MEC) é um importante componente do tecido conjuntivo,
desempenhando um papel estrutural e participando dos processos de comunicagao
extracelular, troca de metabdlitos e proliferagao, diferenciacdo e migragao de células
(Ross e Pawlina, 2016; Junqueira e Carneiro, 2017). Ela é composta por fibras
proteicas e pela substdncia fundamental, constituida de glicosaminoglicanos,
proteoglicanos e glicoproteinas, que garantem forga téncil e rigidez a matriz e auxilia
no desencadeamento de diversas funcgdes celulares (Junqueira e Carneiro, 2017).

Existem trés tipos de fibras presentes no tecido conjuntivo: as colagenas e
reticulares, constituida por colageno, e as elasticas, formadas pela elastina. A
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disposigéo dessas fibras varia de acordo com o tipo de tecido (Junqueira e Carneiro,
2017).

O colageno é uma proteina presente em ampla quantidade no organismo e pode
ser classificado em varios tipos de acordo com a sua estrutura (Gartner e Hiatt, 2007).
Ele é constituido da polimerizagdo de moléculas de tropocolageno, que, por sua vez,
possuem trés cadeias polipeptidicas (cadeias a), organizadas em triplice hélice. As
variagdes nessas unidades permitem a diferenciagéo de mais de 30 tipos de colageno.
O colageno tipo | € o mais abundante e esta geralmente associado ao colageno tipo
[l em tecidos conjuntivos extensos, como a pele (Singh et al., 2023).

As fibras de colageno tipo |, compostas por duas cadeias ai € uma a2 Séo
espessas e rigidas, com baixa taxa de renovagao e possuem alta resisténcia as forgas
de tensao, enquanto as fibras de colageno tipo Ill, compostas por trés cadeias a1, séo
finas, com alta taxa de renovagao e participam da sustentagdo de diversos érgéos,
além de contribuir para a elasticidade e rapida remodelagdo da MEC (Gartner e Hiatt,
2007; Junqueira e Carneiro, 2017; Singh et al., 2023).

Devido a intensa caracteristica de birrefringéncia observada nas fibras colagenas
tipo |, quando coradas pelo corante sirius red e observadas ao microscopio de
polarizacdo, essas fibras sdo visualizadas em tons que variam do amarelo ao
vermelho. As fibras colagenas tipo lll, por serem de espessura delgada, se coram em
verde por essa técnica (Junqueira e Carneiro, 2017; Bedoya et al., 2019).

Durante o processo de remodelagao tecidual, os fibroblastos e miofibroblastos
desempenham um papel importante na produgdo de colageno, enquanto enzimas
proteoliticas atuam na sua degradacdo, de forma equilibrada e regulada,
principalmente pelas metaloproteinases de matriz (MMPs) e seus inibidores (TIMPs).
Quaisquer desordens nessa homeostase desencadeiam uma resposta patoldgica,
como a formacgao de tecido fibrotico (Singh et al., 2023).

Inerente a isso, um desequilibrio entre a sintese e degradagdo dos componentes
da MEC, através da superexpressao das MMPs nos fibroblastos, afeta a evolugao de
tecidos tumorais, tal como o sarcoide equino (Martano et al., 2016). Por isso, entender
0s mecanismos envolvidos no processo de desenvolvimento e remodelacgao tecidual
nessa patologia pode ser de grande valia para melhor compreensao da sua evolugao

clinica e pode auxiliar na escolha de tratamentos mais assertivos.

3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo Geral

Caracterizar histologicamente amostras de lesées de sarcoide equino e avaliar

a organizagao estromal e a disposicao tipografica de colageno.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a morfologia das amostras de tecido cutaneo quanto a sua celularidade,
infiltrado celular, vascularizagéo, presenga de necrose e organizagao de matriz
extracelular;

e Identificar os padrdes de fibras colagenas tipo | e ll;

e Correlacionar os achados com a descrigao disponivel na literatura.
4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Consideragoes éticas

Este estudo foi realizado em conformidade com as recomendacdes da
Legislagdo Brasileira e com as resolugdes normativas editadas pelo Conselho
Nacional de Experimentagcao Animal (CONCEA/MCT]I), apds apreciagao e aprovagao
pela Comissdo de Etica em Uso Animal da Universidade Federal de Vicosa
(CEUA/UFV) sob o protocolo 53/2024.

4.2. Amostras e critérios de inclusao

Para a analise, foram utilizadas amostras de tecidos em blocos de parafina de
equinos com lesdes sugestivas de sarcoide, disponiveis pelo Laboratério de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (UFV), abrangendo casos atendidos
no Hospital Veterinario de Grandes Animais da UFV, entre os anos 2015 e 2024.

Foram incluidas amostras de nove animais com dados histopatolégicos e/ou

clinicos condizentes com o diagndstico de sarcoide.


https://docs.google.com/document/d/1EgG8aqE9smxxeW4qYjNdgg2C6qBoTGlh/edit#heading=h.9r2xst5za05
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4.3. Caracterizagao histolégica e avaliagao de colageno

O material foi cortado em um micrétomo, com a espessura de 0,5 mm e
disposto em laminas histologicas. Apds, foram devidamente processadas e coradas
pela coloracao de hematoxilina-eosina (HE) para posterior analise morfométrica e pela
coloragéo de Picrosirius Red para observagéo de padrao de colageno.

As amostras foram analisadas sistematicamente e descritas morfologicamente
quanto ao padrao de crescimento dérmico; grau de infiltragdo da derme, bem como o
tipo, a distribuicdo e a intensidade do infiltrado inflamatério; morfologia dos
fibroblastos; grau de atipia nuclear; indice mitético; forma de apresentacéo do epitélio;
organizagao e densidade das fibras colagenas; padrdo de vascularizagdo, como
hiperemia, congestao e densidade vascular e presenca de necrose.

A presencga de colageno foi observada utilizando um microscopio 6ptico sob luz
polarizada e as amostras foram fotografadas em cinco campos diferentes, no aumento
de 10X. A quantificacdo de colageno tipo | e Il foi realizada pelo software ImageJ,
seguindo as orientagdes descritas por Bedoya et al. (2019), com adaptacgdes.

Nas imagens, foram isolados os espectros de cores relacionados aos
colagenos e, utilizando o Plugin Threshold Colour, as proporgdes foram calculadas,
conforme a configuracdo descrita na Tabela 1. As configuragbes usadas para a
quantificacdo de colageno foram ajustadas e padronizadas, para melhor preciséo de
cada tipo. Utilizando o Plugin Orientationd, foram mensurados os valores de energia
e coeréncia, dados relacionados com a maturacdo da matriz e sua integridade

estrutural, respectivamente.

Tabela 1 - Configuracdo aplicada ao Plugin Threshold Colour para quantificagao de colageno

Tipo de fibra Hue Saturation Brightness
Colageno tipo | 0-30 100-255 50-255
Colageno tipo Il 60-120 50-255 20-255

Fonte: elaboragao propria (2025).

4.4. Analise estatistica
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Foi utilizado o software Microsoft Excel® 365 para o teste de Pearson, no qual
foi analisada a correlagdo estatistica entre as proporgcdes de colageno tipo | e lll,

energia e coeréncia, considerando uma significancia de 5%.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo os dados clinicos dos animais, as lesbes foram descritas como
granulomatosas ou ulceradas, exsudativas, variando quanto ao aspecto de superficie
lisa, nodular ou verrucosa, com apresentagdes Unicas ou multiplas e em diferentes
regides do corpo. Em um dos casos foi relatado recidiva.

As amostras avaliadas para caracterizagdo morfolégica exibiram um
crescimento compacto na derme, com infiltracdo até sua camada mais profunda. Foi
identificado um infiltrado inflamatoério neutrofilico nas lesées de carater ulcerativo. As
demais amostras demonstraram um leve infiltrado linfocitico.

As formas dos fibroblastos variaram entre fusiforme e volumosa, indicando
diferentes estagios no processo fibrético das lesdes.

Apenas trés amostras apresentaram hiperplasia epitelial e de intensidades
diferentes entre si, outras trés nao apresentaram essa alteragdo e nas outras essa
condi¢cdo nao foi possivel ser avaliada (Figura 1). Na figura 1 também pode ser
observado o posicionamento perpendicular dos fibroblastos em relacédo a membrana

basal da epiderme, em um arranjo denominado “picket-fence”.

Figura 1 - Micrografia do revestimento epitelial do sarcoide equino

epitélio sem hiperplasia, apontado pela seta (Obj. 10x); B: hiperplasia epitelial (seta)
com presenca de arranjo em “picket-fence”, representada pelo asterisco (Obj. 20x).


https://docs.google.com/document/d/1EgG8aqE9smxxeW4qYjNdgg2C6qBoTGlh/edit#heading=h.v9dsg5z6atsm
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Fonte: elaboragéo prépria (2025).

A maioria das amostras demonstraram predominéncia de fibras colagenas
delgadas, havendo apenas uma amostra com maior presenga de fibras colagenas
espessas e duas com apresentagdo de um padrao misto. A densidade do colageno
variou entre leve, moderada e intensa, sendo cinco amostras com apresentacdo de

densidade leve, duas com densidade moderada e duas com densidade intensa
(Figura 2).

Figura 2 — Fotografia histologica da regido estromal de sarcoide equino
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Imagens demonstrando a arquitetura do estroma em lesdo de sarcoide equino. A:
organizacgao disposta com alta celularidade e MEC compacta. B: fibras colagenas com

distribuicdo mais frouxa, apresentando fibras colagenas mistas (espessas e
delgadas). HE, Obj. 40x.

Fonte: elaboracgao prépria (2025).

Nao foram observados atipia nuclear, aumento no grau de neovascularizagao
e aumento significativo de atividade mitética. Os parametros morfométricos analisados

e seus achados, estao descritos abaixo (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados evidenciados em laminas histolégicas coradas por HE

Morfologia de Espessura Densidade de
Amostra fibroblastos Hiperplasia epitelial de fibras colageno
colagenas
1 Volumosa Nao foi possivel avaliar Delgadas Leve
2 Fusiforme Nao foi possivel avaliar Delgadas Intensa
3 Volumosa Moderada Delgadas Leve

4 Volumosa Ausente Mistas Moderada
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Morfologia de Espessura Densidade de
Amostra fibroblastos Hiperplasia epitelial de fibras colageno
colagenas

5 Fusiforme N&o foi possivel avaliar Delgadas Leve

6 Volumosa Ausente Delgadas Moderada

7 Volumosa Leve Delgadas Leve

8 Fusiforme Ausente Espessas Intensa

9 Fusiforme Intensa Mistas Leve

Fonte: elaboragéo propria (2025).

O material corado por Picrosirius Red, visto sob luz polarizada, possibilitou a

visualizagao dos tipos de colageno por meio da birrefringéncia, com colageno tipo |

marcado pela coloragdo avermelhada/amarelada e colageno tipo Ill marcado pela

coloragéo verde/azulada (Figura 3). A quantificagdo dos tipos de colageno mostrou

maior porcentagem de colageno tipo | em todas as amostras, refletindo a maturagéo

do tecido e a substituigcdo progressiva do colageno tipo Il por fibras mais espessas e

compactas, caracteristica de uma matriz remodelada (Tabela 3). Esse resultado indica

que as lesdes ja estavam bem estabelecidas no momento da coleta de amostras,

apresentando carater cronico (Singh, 2023).

Figura 3 - Fibras colagenas observadas ao microscopio optico sob luz polarizada

A predominancia da coloragao avermelhada/amarelada demonstra maior deposicao
de colageno tipo |, tanto na borda da lesédo (A), quanto em sua regido central (B).

Picrosirius Red, 10x.

Fonte: elaboracao prépria (2025).
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Tabela 3 - Mensurag6es obtidas por microscopia 6ptica sob luz polarizada em amostras coradas

por Picrosirius Red

Porcentagem de

Porcentagem de

Amostra colageno tipol colageno tipo lil Energia Coeréncia
1 6,326 0,189 28,468 0,094
2 28,810 0,003 16,458 0,135
3 5,732 0,008 9,366 0,105
4 25,602 0,142 19,932 0,178
5 1,640 0,068 4,562 0,080
6 0,967 0,066 7,098 0,053
7 6,145 0,329 12,592 0,096
8 5,890 0,172 9,942 0,037
9 15,342 0,056 15,370 0,127

Fonte: elaboragéo propria (2025).

Dentre os valores quantitativos relacionados as marcagdes realizadas pelo

Imaged, houve correlagao significativa apenas entre o colageno tipo | e a coeréncia,

como demonstrado abaixo (Tabela 4). A coeréncia é um parametro que quantifica o

grau de alinhamento direcional das fibras, variando de zero — fibras organizadas de

forma aleatdria — a um — fibras orientadas de maneira paralela ou uniforme (Clemons,

2018). Dessa forma, a associacao positiva entre colageno tipo | e coeréncia indica que

quanto maior a concentragao de colageno tipo I, mais organizado é o padrao de fibras

colagenas, o que reflete areas de tecido mais maduro.

Tabela 4 - Analise estatistica utilizando o teste de Pearson para avaliagao de correlagao entre os

indices calculados para morfometria de colageno

Tipo de interagao r p*
Colageno tipo | x Colageno tipo Il -0,238 0,537
Colageno tipo | x Energia 0,464 0,208
Colageno tipo | x Coeréncia 0,823 0,006
Colageno tipo Ill x Energia 0,266 0,490
Colageno tipo Ill x Coeréncia -0,156 0,689
Energia x Coeréncia 0,500 0,171

* r = coeficiente de correlagao; p = nivel de significancia (p < 0,05)
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A atividade mitética e a reagéo inflamatoria reduzidas condizem com os relatos
da literatura, sendo observadas tanto nas lesdes estaveis quanto nas mais agressivas,
enfatizando o carater benigno da lesdo (Gomiero; Tostes, 2015).

A epiderme nem sempre se encontra integra, mas quando persiste é possivel
observar hiperplasia epitelial, com hiperqueratose e acantose (Marques et al., 2023).
A presenca dessa caracteristica se associa ao sarcoide dos tipos clinicos verrucoso e
mistos, 0 que pode explicar sua auséncia em algumas amostras (Scarelli, 2015).

O arranjo dos fibroblastos em “picket-fence” € um achado caracteristico do
sarcoide equino, mas sua auséncia esta relacionada aos tipos oculto e nodular. O
padrao variado de espessura e densidade de colageno podem estar relacionadas aos
diferentes tipos clinicos de sarcoide, enquanto a presenca de infiltrado se relaciona a
capacidade invasiva das células tumorais, o que reflete o carater agressivo do
sarcoide (Scarelli, 2015).

A baixa correlacdo encontrada entre a maioria dos dados obtidos pode ser
explicada pela subjetividade na visualizagao histopatolégica e pelo pequeno grupo
amostral utilizado, além de outras informacdes que ndo foram consideradas no
estudo, como os fatores que podem influenciar na resposta do animal, o tipo clinico
do sarcoide e o tempo de evolugao da lesdo.

Alguns fatores limitantes influenciaram diretamente na aplicagédo deste estudo.
Apesar do grande periodo de tempo, poucos casos foram incluidos. Isso ocorreu pela
dificuldade em encontrar material e informagdes referentes aos casos clinicos, além
da falta de padronizagao entre elas. Essa mesma questao foi relatada na pesquisa de
Gomiero e Tostes (2015), o que demonstra que esse nao € um caso isolado e reforga
a importancia na esquematizagao de dados para estudos retrospectivos futuros.

Além do mais, a deficiéncia de artigos experimentais originais relacionados ao
sarcoide equino também limita o entendimento das lesdes, por existirem poucos
dados estatisticos para comparacgao.

Considerando o desenvolvimento desse estudo e a heterogeneidade
encontrada entre as diferentes apresentacées de sarcoide equino, sugere-se mais
investigacdo acerca das suas particularidades, como forma de compreender seu
mecanismo metabdlico, objetivando aprimorar e promover formas diagndsticas mais

precisas e terapias mais direcionadas.
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A busca por biomarcadores diagndsticos é de extrema relevancia nesse
aspecto. As metaloproteinases ja foram associadas a invaséo tumoral, demonstrando
ter potencial agdo na detecgao desse tipo de lesédo (Scarelli, 2015).

Como descrito por Fang et al., o fator de crescimento beta (TGF-3) participa
da regulagao da proliferacéo, diferenciacdo e metabolismo celular, com efeito direto
em miofibroblastos, também podendo ser apontado como um marcador eficiente para
as lesoes proliferativas.

A transcriptdmica tem se mostrado uma ferramenta interessante para o
contexto de analise e acompanhamento oncoldgico, através da transcricdo génica
(Tsimberidou et al., 2022). Paralelamente, os exossomos vém se destacando no
campo diagnéstico e terapéutico, devido a sua capacidade de transmitir moléculas,
como microRNAS, para uma célula-alvo (Gurunathan et al., 2021). Os microRNAs
atuam no controle da expressdo génica, podendo influenciar diversos processos
biologicos e patolégicos (Ferreira, 2024). Assim, a analise do conteudo
transcriptdmico dos exossomos podem disponibilizar informacdes relevantes quanto
a fisiopatogenia e prognéstico de lesdes de carater tumoral.

Deste modo, investir em ensaios que explorem outros possiveis mecanismos
de modulagao proliferativa € fundamental para solucionar os desafios diagnésticos e

terapéuticos encontrados na rotina clinica.

6. CONCLUSAO

Os achados apresentados refletem a heterogeneidade da representagao clinica
do sarcoide equino e seu carater benigno. No entanto, o baixo numero amostral e
auséncia de dados padronizados e mais detalhados dos casos clinicos limitaram o
impacto do estudo. Por isso, é fundamental a realizagcao de novas pesquisas com esse
foco, para validagao, comparagao e adigao das informacgdes.

A pesquisa por biomarcadores nessa injuria também € necessaria, apontando
principalmente para os exossomos como mediadores celulares, a fim de sua utilizagao
futura na deteccao precoce e assertiva desse tipo de lesdo e possivel aplicacao

terapéutica.
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DISCUSSAO GERAL E CONSIDERAGOES FINAIS

Esta dissertagao teve como objetivo compreender e descrever os mecanismos
envolvidos na organizagédo estromal e o comportamento das lesdes proliferativas,
utilizando dois estudos complementares: uma revisédo sistematica da literatura com
foco na atuagdo dos exossomos na remodelacédo tecidual e uma pesquisa histolégica
descritiva por meio da morfologia celular e quantificagdo e organizagao de colageno.

A revisao apontou o relevante papel dos exossomos na modulagao da resposta
inflamatadria, proliferagdo celular e reorganizagédo da matriz extracelular durante o
processo de reparo, utilizando principalmente as vias TGF-f32/SMAD2 e p38 MAPK.

A caracterizagcdo histologica de amostras provenientes de equinos com
sarcoide reforgou a caracteristica proliferativa dessa leséo, a partir de achados como
a desorganizagao estromal, a sintese e deposicdo de colageno, a presenga de
infiltrado celular e o crescimento dérmico.

A integracao entre os resultados observados entre os dois capitulos explorados
demonstra a importancia da expanséao cientifica nessa linha para a compreensao da
apresentacao clinica desse tipo de lesdo e ressalta a necessidade de encontrar

marcadores diagnosticos e progndsticos mais eficientes, como 0s exossomos.
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