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RESUMO

VIVAS, Diego Gonzalez. Avaliagoes clinico-patologica e microbioldgica da cicatrizacao de feridas
cutineas contaminadas, tratadas com o6leo essencial de Melaleuca alternifolia e extrato de Aloe
vera.2025. 56p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Programa de Pos-
graduacdo em Medicina Veterindria — Patologia e Ciéncias Clinicas, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

A otimizagao do processo de cicatrizacdo deve-se ao conhecimento Médico Veterinario na indicagao
de condutas terapéuticas assertivas, que utiliza farmacos adequados e de forma racional, evita reagdes
adversas medicamentosas, intoxicagdes e principalmente resisténcia bacteriana, além de minimizar os
custos de tratamento e o retardamento do reparo tecidual. Ha cada vez mais investimentos financeiros
e académicos nesses estudos pré-clinicos e clinicos nas areas de farmacologia e biomateriais, com
vistas a confec¢ao de novos tipos de curativos, como os hidrogéis e alginato de calcio. Desta forma,
cada vez mais investe-se em pesquisas que utilizam plantas medicinais como alternativas de
tratamentos na cicatrizacdo de feridas, devido as propriedades antissépticas, bactericidas e
cicatrizantes, nesta categoria, destacam-se Aloe vera (Babosa) e Melaleuca altenifolia (Tea tree). O
objetivo deste estudo foi realizar avaliagdes clinico-patologica e microbioldgica da cicatrizagdo de
feridas cutaneas contaminadas em ratos, tratadas com hidrogel a base de 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia e mucilagem de Aloe vera. Foram utilizados 24 ratos da linhagem Wistar, machos, higidos,
pesando entre 200 e 300 gramas. Com os animais anestesiados, realizaram-se duas feridas na pele da
regido do dorso, medindo 1,5 cm de didmetro que posteriormente foram contaminadas com cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus e identificadas em G1 (ferida cranial tratada unicamente
por soro fisiologico 0,9%); G2 (ferida caudal tratada com pomada de colagenase e cloranfenicol) e G3
(ferida caudal tratada com hidrogel fitoterapico). Apds as identificagdes, os animais foram separados
em G1G2 (ferida cranial tratada com soro fisiologico e ferida caudal com pomada) e G1G3 (ferida
cranial tratada com soro fisiologico e ferida caudal com hidrogel fitoterapico). As feridas foram
avaliadas quanto ao seu aspecto morfologico e morfométrico em 3, 7 e 14 dias pos-operatérios. Por
conta das multiplas varidveis e elevada dimensionalidade a avaliacdo estatistica seguiu a metodologia
da Analise de Componentes Principais. Os valores de p inferiores a 5% (p < 0,05), foram interpretados
como estatisticamente significativos. Apos a eutandsia ética dos animais, fragmentos dessas feridas
foram coletados, processados rotineiramente para histopatologia, corados pela Hematoxilina—Eosina
(HE) e Tricromio de Masson para avaliagdo, sobretudo, do tipo e quantidade de infiltrado inflamatdrio,
angiogénese e fibroplasia. Adicionalmente, figado, rins e baco também foram colhidos e nao se
verificou alteracao anatopatologica digna de nota. A avaliagdo microscopica revelou que as feridas G3
apresentaram uma taxa de deposicdo de colageno e de reepitelizagdo superior as feridas G2.
Morfologicamente, as feridas G3 produziram menos crosta do que as feridas G2, que manteve o aspecto
mais seco, provavelmente porque a crosta produz uma barreira que protege da perda de eletrolitos,
fluidos e entrada extrinsecas de agentes nocivos. Com relagdo ao processo inflamatorio, as feridas
tratadas pela pomada comercial apresentaram uma menor taxa quando comparado as tratadas pelo
hidrogel fitoterapico. No quesito controle microbioldgico, observou-se, nas feridas G2, reducdo da taxa
de microorganismos de 25%, e nas feridas G3, reducao de 17%. Dessa forma, o hidrogel fitoterapico
proposto neste estudo apresentou resultados satisfatorios comparados a pomada, pois demonstrou ter
um grande potencial cicatricial, apesar do baixo potencial bactericida e pode se revelar uma opgao para
substituir a base cicatrizante e antimicrobiana.

Palavras-chave: Babosa; Tea tree; Cicatrizagao; Bactericida.



ABSTRACT

VIVAS, Diego Gonzalez. Clinical-pathological and microbiological evaluations of the healing of
contaminated skin wounds treated with Melaleuca alternifolia essential oil and Aloe vera extract
2025. 56p. Thesis (Doctorate in Veterinary Medicine). Veterinary Institute, Graduate Program in
Veterinary Medicine — Pathology and Clinical Sciences, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
RJ, 2025.

The optimization of the healing process is due to veterinary medical knowledge in indicating accurate
therapeutic approaches, using appropriate drugs in a rational manner; avoiding adverse drug reactions,
poisoning and especially bacterial resistance, leading to higher treatment costs and delayed tissue
repair. There is an increasing financial and academic investment in preclinical and clinical studies in
the lines of research in pharmacology and biomaterials, aiming at the production of new types of
dressings, such as hydrogels and calcium alginate. Also following this line of thought, more and more
research is being produced using medicinal plants as alternative treatments for wound healing; due to
their antiseptic, bactericidal and healing properties. In this category, Aloe vera (Aloe) and Melaleuca
altenifolia (Tea tree) stand out. The aim of this study was to perform clinical-pathological and
microbiological evaluations of the healing of contaminated skin wounds treated with hydrogel based
on Melaleuca alternifolia essential oil and Aloe vera mucilage. Twenty-four healthy male Wistar rats
weighing between 200 and 300 grams were used. With the animals anesthetized, two skin wounds
measuring 1.5 cm in diameter were made in the dorsal region, which were subsequently contaminated
with multiresistant strains of Staphylococcus aureus and identified in G1 (cranial wound treated only
with 0.9% saline solution); G2 (caudal wound treated with collagenase and chloramphenicol ointment)
and G3 (caudal wound treated with phytotherapeutic hydrogel). After proper identification, the animals
were separated into G1G2 (cranial wound treated with saline solution and caudal wound with ointment)
and G1G3 (cranial wound treated with saline solution and caudal wound with phytotherapeutic
hydrogel). The wounds were evaluated for their morphological and morphometric appearance at 3, 7
and 14 days postoperatively. Due to the multiple variables and high dimensionality, the statistical
evaluation followed the Principal Component Analysis methodology. P-values less than 5% (p < 0.05)
were interpreted as statistically significant. After ethical euthanasia of the animals, the fragments of
these wounds were subjected to histological analysis, stained with Hematoxylin-Eosin (HE) and
Masson's Trichrome to evaluate the type and quantity of inflammatory infiltrate, angiogenesis and
fibroplasia. Abdominal organs such as liver, kidneys and spleen were also separated for structural and
anatomopathological evaluation. Microscopic evaluation revealed that G3 wounds presented a higher
rate of collagen deposition and reepithelialization than G2 wounds. Morphologically, G3 wounds
produced less crust than G2 wounds, which, despite maintaining a drier appearance, the crust produced
a barrier that protected against the loss of electrolytes, fluids and the entry of extrinsic harmful agents.
Regarding the inflammatory process, wounds treated with the commercial ointment presented a lower
rate when compared to those treated with the phytotherapeutic hydrogel. In terms of microbiological
control, a 25% reduction in the rate of microorganisms was observed in G2 wounds and a 17%
reduction in G3 wounds. Thus, the phytotherapeutic hydrogel proposed in this study presented
satisfactory results compared to the ointment, as it demonstrated to have a great healing potential,
despite its low bactericidal potential; it may be an option to replace the healing and antimicrobial base

Keywords: Aloe vera; Tea tree; Healing; Bactericide
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1 INTRODUCAO

E de conhecimento Médico Veterinario compreender o processo cicatricial de
feridas para melhor tratd-las. Basicamente, esse processo de reparagao ocorre de forma
dinamica e se divide em quatro fases distintas, porém sobrepostas, sdo elas: inflamatoria,
debridamento, reparo e maturagdo (MACPHALIL, 2014).

Com esse entendimento clinico-cirtirgico, a otimizagao desse reparo tecidual pode
ocorrer de forma mais efetiva, utilizando-se fArmacos topicos, sistémicos ou ambos. A
presenca de bactérias assim como de corpos estranhos e tecidos necrosados podem
interferir na cicatrizacdo e retardar esse processo. Contudo, o uso indiscriminado de
antibidticos também pode levar a intoxicagdes e a seletividade, e consequentemente,
resisténcia bacteriana, o que aumenta o custo do tratamento e do reparo tecidual (ALAVI
etal., 2014; POWERS et al., 2016).

Muitas industrias farmacéuticas médicas, médicas veterinarias e engenharia de
biomateriais vém, nos ultimos anos, desenvolvendo tipos diferentes de curativo e
incentivando estudos académicos experimentais utilizando plantas medicinais no intuito
de obter novas e melhores formas de tratar feridas contaminadas visando a otimiza¢do no
tratamento. O hidrogel ¢ indicada para feridas secas e com presenca de tecidos
necrosados, com o intuito de hidratar este tecido, o hidrogel age promovendo um
debridamento autolitico ¢ assim uma melhor cicatrizacao.

Aloe vera e Melaleuca alternifolia se destacam como plantas medicinais com
propriedades cicatrizante e antimicrobiana, respectivamente, € podem ser utilizadas para
confeccdo de curativos. Desta forma, este trabalho tem por objetivo realizar as avaliagdes
clinico-patologica e microbiologica da cicatrizacdo de feridas cutaneas contaminadas,
tratadas com hidrogel a base de 6leo essencial de Melaleuca alternifolia e mucilagem de
Aloe vera

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cicatrizacao das Feridas

A cicatrizagdo ou reparagdo de uma ferida aberta ¢ um processo biologico
complexo que visa a restauracdo da continuidade tecidual. Este processo se inicia logo
apos a origem da lesdo e ocorre de forma dinamica com uma combinagdo de eventos
biologicos, quimicos e fisicos (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007
MACPHAIL 2014; STANLEY; CORNEL, 2017). Segundo Pavletic (2018), o processo
de reparacao de uma ferida aberta se divide basicamente em quatro fases, que ocorrem de
maneiras distintas, mas sobrepostas: etapa inflamatoria, seguida por debridamento, fase
de reparo e por fim a fase de maturagao.

A fase inflamatoria se inicia logo apds a lesdo; a qual ocorre clinicamente a
formagdo de um tampao plaquetario limitando o sangramento na regido, e a nivel celular
se inicia a sinalizacdo de citocinas. A primeira resposta na fase inflamatoria é a
hemostatica, com o desenvolvimento de codgulo de fibrina e ativagdo da cascata de
coagulacdo (SCHAFFER; WITTE; BECKER, 2002). Ao alcancarem e se exporem a
lesdo; as plaquetas se ativam liberando mediadores como a adenosina difosfato (ADP),
tromboxano A2, fibronectina e trombospondina que juntamente com a trombina ativardo
a conversao de fibrinogénio em fibrina, o que promove a agregagao plaquetaria, secrecao
e formacao de um tampao (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). De acordo com Balbino, Pereira
e Curi (2005), essa matriz provisoria formada pela agregacao plaquetaria e principalmente
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por proteinas da matriz extracelular e do sistema de coagulagdo, servira de alicerce para
migracao celular. As plaquetas também liberam fatores quimiotaticos e do crescimento
como o peptideo ativador de tecido conjuntivo (CTAP-III) e fator de crescimento
transformador (TGF) a e B que facilitam o recrutamento de células inflamatorias e liberam
o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) que estimula a proliferacao e
quimiotaxia dos neutréfilos, macréfagos, fibroblastos e células musculares lisas para o
local da lesio (MACPHAIL, 2014; STANLEY; CORNEL, 2017).

Nesta fase também ocorre a mediagdo de substancias como fator de necrose
tumoral (TNF), histamina, proteases, leucotrienos, fatores de crescimento TGF-§ e PDGF
que promoverdo a quimiotaxia de células inflamatorias para a area lesada. Esses
mediadores descritos acima, promovem vasodilatagdo na ferida, e favorecem a diapedese
de leucocitos com predominancia inicial de neutréfilos e posteriormente de macrofagos
(MACPHAIL, 2014; STANLEY; CORNEL, 2017).

Na fase de desbridamento, se destaca a acdo dos leucocitos, em especial os
neutrofilos inicialmente, no combate as infeccdes, a fagocitose dos debris celulares,
remocdo de corpos estranhos e secrecdo de colagenase. Com a acdo dos neutréfilos,
ocorre a ativagdo de monocitos. Os mondcitos sdo importantes durante o processo de
reparacao do ferimento porque fagocitam detritos celulares, secretam citocinas e proteinas
de remodelacdo de matriz e produzem fatores de crescimento. Nos tecidos, esses
monocitos se diferenciam em macrofagos. Os macrofagos sdo essenciais para esta fase,
pois regulam a resposta inflamatdria local ao sintetizar mediadores como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), que fagocitam neutréfilos e detritos celulares
remanescentes € liberam TGF-f para migracdo de células endoteliais e fibroblastos;
também promovem, indiretamente, a formacdo de matriz extracelular e iniciam a
reepitelizagdo (PAVLETIC, 2018)

A terceira fase do processo de cicatrizacdo chama-se reparacdo ou fase
proliferativa ou fibroblastica. De acordo com Ribeiro e colaboradores (2013), esta fase ¢
caracterizada pela proliferagdo de fibroblastos ativados para a producao posterior de
coldgeno no local. Ocorre uma neovascularizagdo; o tecido de granulacdo tem por
objetivo servir de superficie para migracdo epitelial e fontes de miofibroblastos,
importantes na contragdo da ferida.

Na ultima fase, a fase de maturagdo ou remodelamento, observa-se a substituicao
do tecido de granulacdo pelo tecido cicatricial. Durante a fase anterior, a matriz ¢
composta principalmente de colageno do tipo III. Na fase de maturagao da ferida, a troca
do colageno do tipo III para tipo I ocorre gradativamente. Esse processo ¢ realizado por
metaloproteinases; ao final desse processo ha um fortalecimento do tecido reparado com
a cicatriz constituida de até 90% de colageno do tipo I (SCHAFFER; WITTE; BECKER,
2002; PAVLETIC, 2018)

2.2 Classificacdo das Feridas

Segundo Williams e Moore (2009) e Pavletic (2018), as feridas podem ser
classificadas quanto ao tipo (abertas ou fechadas), o grau de contaminacao e a duragdo da
contaminagdo. As feridas sdo classificadas em fechadas quando ha uma integridade da
camada superficial da pele, ou seja, nao ha a exposi¢do das camadas mais internas da pele
e demais tecidos internos, contudo seus tecidos adjacentes podem estar lesados. Contudo,
nas feridas abertas, ha uma interrup¢ao no nivel da pele, e dessa maneira se destacam as
feridas do tipo avulsdo, incisdes, laceragdes, queimaduras e perfuracdes.

Quanto ao grau de contaminagdo, os mesmos autores diferenciam as feridas em
quatro categorias: limpas, limpas contaminadas, contaminadas e infectadas. A ferida
limpa ¢ aquela realizada cirurgicamente sem falha na assepsia, sem contaminacao e
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inflamacao aguda, que ndo tiveram acesso aos sistemas respiratorio, digestivo e génito-
urindrio. Sdo em sua grande maioria aproximadas com suturas utilizando-se fios
cirtrgicos. As feridas limpas contaminadas sdo feridas em estruturas anatomicas e
sistemas que sabidamente hd uma quantidade maior de microbiotas € com isso podem
comprometer a cicatrizacao de uma ferida, sdo elas: tratos respiratorio, génito-urinario e
gastrointestinal. As feridas contaminadas sdo feridas abertas e traumaticas, que possuem
um volume de moderado a acentuado de microrganismos, com comprometimento
asséptico elevado das condigdes clinicas da ferida, apresentam sujidades, probabilidade
de infeccdo e com processo inflamatdrio moderado. E por fim, as feridas infectadas ou
sujas, sdo aquelas que além de serem também abertas traumaticas, entdo em condig¢des
mais cronicas, e clinicamente com aspecto purulento/ exsudativo, odor fétido, com
processo inflamatorio acentuado e tecidos desvitalizados/necroticos.

Para Pavletic (2018), as feridas podem ser classificadas quanto a duracdao da
contaminagdo em classes 1, 2 e 3. Sendo a classe 1, feridas expostas a contaminagdo
bacteriana com menos de seis horas, classe 2, feridas expostas de 6 a 12 horas. E feridas
classe 3, com mais de 12 horas de exposigao.

Apesar de ser visto rotineiramente, ¢ de ser do conhecimento Médico Veterinario
geral, o tratamento correto de feridas cutaneas ndo € tdo simples, pois para que ocorra a
cicatrizagdo adequada ¢ necessario ter conhecimento sobre as fases da cicatrizagao, além
de se estabelecer a melhor abordagem terapéutica para cada tipo de ferida, o que inclui a
compreensdo das particularidades das espécies animais envolvidas. O intuito principal do
tratamento de uma ferida é acelerar o processo de cura e minimizar os seus efeitos
deletérios; para isso, utilizam-se drogas de formas topicas ou locais, associadas ou ndo a
outras substancias de forma sistémica, por via oral ou parenteral (RAINA et al., 2008).

2.3 Tratamento de Feridas

De acordo com Silva e colaboradores (2021), existem inimeros produtos topicos
que podem ser utilizados para o tratamento de feridas. Dentre elas se destacam as solugdes
para limpeza, antimicrobianos e potencializadores, além de diversos tipos de curativos
(alginato de calcio, géis, extratos, 6leos...). O intuito destes produtos ¢ de manter o
ambiente umido, eliminar os microrganismos e acelerar o processo de cicatrizacao.

2.3.1. Solucao de limpeza

Macphail (2014) descreve que as solugdes de limpeza devem possuir
caracteristicas com agdo antisséptica e baixa citotoxicidade para diminuir a carga
bacteriana e reduzir debris do tecido necrosado. Uma destas solucgdes € a clorexidina, que
pode ser encontrada no formato de acetato, gluconato e dicloridrato. Possui acdo
antibacteriana contra agentes gram-positivos € gram-negativos, mas com acao limitada
contra fungos e virus. Em feridas limpas, a clorexidina ¢ contraindicada pois pode retardar
o processo de cicatrizagdo, sendo entdo recomendada na concentragdao de 0,05% para
feridas limpas contaminadas em diante.

A 1odopovidona apresenta um espectro de acdo mais amplo que a clorexidina; ela
possui agdo antimicrobiana, e atua contra gram-positivos e gram-negativos, fungos, virus
e protozoarios (BIGLIARDI et al., 2017), podendo ainda ser utilizada na concentracdo de
0,1 a 1%, utilizando-se, preferencialmente, concentragdes de até 0,1% pois segundo
Hengel et al. (2013) e MacPhail (2014), as concentragdes acima de 0,5% sdo toxicas para
os fibroblastos e com isso retardam o processo de cicatrizagdo. Contudo, Ghafouri et al.
(2016) descrevem que em humanos ndo ha diferenca significativa na limpeza de feridas
entre solugdo salina estéril 0,9% e a iodopovidona a 1%.

Outra solugao para limpeza de feridas ¢ o Tris-EDTA (sal de calcio dissédico de
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acido etilenodiamino tetra-acético com tris hidroximetil aminometano). Esta solugao
pode ser adicionada na limpeza das feridas pois aumenta a permeabilidade de bactérias
gram-negativas para solutos extracelulares, sendo mais susceptiveis a destrui¢do por
antissépticos e antibioticos. Quando esta solucao ¢ adicionada ao gluconato de clorexidine
a 0,01%, sua agdo antimicrobiana ¢ aumentada em aproximadamente 1000 vezes
(MACPHAIL, 2014).

Segundo Macphail (2014), as solugdes de Ilimpeza devem possuir,
preferencialmente, propriedades antissépticas com minima citotoxicidade. Estas solu¢des
devem ser evitadas em feridas limpas, sendo assim utilizadas em feridas que possuam
algum grau de contaminacdo; elas sdo indicadas nas fases iniciais para diminuir a carga
microbiana e remog¢ao de debris e tecidos necrosados do ferimento. Segundo Fonder et
al. (2008), uma das principais complica¢des no processo de cicatrizagao de feridas sao as
infecgdes por Escherichia coli e Staphylococcus aureus, € muitas vezes € necessario o
uso de antibioticos e agentes antimicrobianos, além dos curativos.

2.3.2. Agentes antimicrobianos

A fungdo dos agentes antimicrobianos e antibioticos € reduzir ou até eliminar os
microrganismos presentes em feridas contaminadas. Podem ser utilizadas de forma
topica, sistémica e combinados. Os antimicrobianos unicamente tOpicos sdo mais
adequados para feridas abertas contaminadas e possuem menor toxicidade para o paciente
(HENGEL et al., 2013; MACPHAIL, 2014). Porém o uso combinado das terapias topicas
e sistémicas € vantajoso em feridas cronicas com grau de contaminagao elevado, contudo
ha um maior custo durante o tratamento (KOGA et al., 2020).

Segundo Hengel et al. (2013) e Macphail (2014) os principais tipos de
antimicrobianos sdo a sulfadiazina de prata e a pomada antibiotica tripla (PAT). O creme
de sulfadiazina de prata a 1% possui uma boa a¢do antimicrobiana, e atua principalmente
em Pseudomonas spp., Staphylococus aureus, Escherichia coli, Enterobacter e Klebsiella
sp. (FERREIRA, PAULA, 2013; MACPHALIL, 2014), porém hé baixa agdo cicatrizante.
Seu uso topico € muito indicado e € referéncia no tratamento de queimaduras superficiais
e profundas (FERREIRA, PAULA, 2013; LOPES et al, 2023). Alguns efeitos adversos
podem ocorrer em seres humanos no uso topico, tais como: toxicidade hepatica e renal,
leucopenia e descoloracdo azul-acinzentada da pele, devido a absor¢do da sulfadiazina
(FERREIRA, PAULA, 2013; ADHYA et al, 2015; SILVA et al, 2021).

A pomada antibiotica tripla (PAT) é composta de neomicina, bacitracina e
polimixina; e de acordo com MacPhail (2014) possui amplo espectro contra bactérias,
porém ¢ ineficaz contra Pseudomonas spp. O mesmo autor descreve que esta pomada
possui boa estimulagdo na fase de epitelizagdo no processo de cicatrizagdo, mas pode
retardar na fase de maturagdo, devido a presenca do zinco na composi¢ao da bacitracina.
Desta forma, sugere-se o uso em feridas com contaminacgdes moderadas ou na prevencao
em feridas limpas.

Outra pomada utilizada para cicatrizagao de ferida ¢ a colagenase, composta por
clostridiopeptidase A e enzimas proteoliticas. Seu mecanismo de a¢do ¢ remover o tecido
desvitalizado de uma ferida e promover limpeza enzimatica das areas lesadas, ou seja,
promove uma retirada enzimatica dos tecidos necrosados e de crostas em feridas. Essa
limpeza pode se estender em até 14 dias do tratamento da ferida, porém, na maioria dos
casos a a¢do da pomada torna-se evidente nos primeiros seis dias de tratamento. Além
disso, a colagenase decompde o colageno em seu estado natural ou desnaturado e
contribui na formacdo de tecido novo de granulacdo e reepitelizacdo das feridas
(FRANCO, GONCALVES, 2007).

A pomada de colagenase ¢ indicada em feridas com tecidos desvitalizados
(KISCHER, SCHETLAR, 1974; ALVES et al., 2011). Franco ¢ Gongalves (2007)
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descrevem que, quando nao hé tecidos necrosados, a pomada de colagenase estimula o
processo de epitelizacdo e crescimento do tecido de granulacdo da ferida, bem como
acelera o crescimento e preenche a lesao.

O cloranfenicol (Figura 1) ¢ um antibidtico semi-sintético de efeito bactericida e
bacteriostatico. Seu mecanismo de agdo envolve a sua ligacdo a subunidade 50 S do
ribossoma, e dessa forma inibe o movimento dos ribossomos ao longo do RNAm pela
inibicao da peptidiltransferase. Além disso, o cloranfenicol impede a ligacdo do RNAt
com consequente ndo codificagdo de novos aminoéacidos necessarios a sintese proteica
(VON NUSSBAUM et al., 2006; SCHERER et al., 2016; SILVA, 2022). Devido ao seu
amplo espectro para bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo cepas
resistentes, o cloranfenicol ¢ indicado em infec¢des bacterianas graves. Sua absor¢ao e
distribui¢do ¢ rapida e ampla nos tecidos, sendo valioso nos tratamentos bacterianos
sist€émicos e locais (VON NUSSBAUM et al., 2006; SILVA 2022). Contudo, seu uso
pode ser considerado restrito, por interferir na produgao de células sanguineas na medula
Ossea, reagoes alérgicas, nduseas, vomitos, diarreia, tonturas, mal-estar, dores de cabeca
e dores musculares (SILVA, 2022).
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Figura 1- Estrutura Quimica do Cloranfenicol. Fonte: Von Nussbaum et al (2006).

Na interacdo da colagenase com cloranfenicol, hd sinergismo, que oferece
vantagens para um bom tratamento de feridas cutaneas contaminadas. A colagenase age
no debridamento enzimatico, “limpando” a area infectada e por sua vez, o cloranfenicol
oferece uma melhor penetracdo no tecido, ¢ combate melhor a infec¢cdo bacteriana,
promovendo a cura (ALVES et al., 2011). Porém essa combinacdo deve ser usada com
cuidado. Apesar da colagenase promover remog¢do dos tecidos desvitalizados em uma
ferida, pode ocorrer ocasionalmente irritacio ou reag¢do inflamatoéria local. O
cloranfenicol pode produzir efeitos adversos como supressdo da medula 6ssea em uso
prolongado e o paciente deve ser acompanhado e monitorado, a fim de se avaliar os
aspectos clinicos evolutivos da ferida e possiveis efeitos colaterais dessa interagdo
(FRANCO, GONCALVES, 2007; SILVA, 2022).

Ainda assim, essa combinacao pode apresentar uma abordagem eficaz no manejo
de infecgdes cutaneas complexas. Silva et al. (2010) descrevem a utilizacdo da pomada
de colagenase associada ao cloranfenicol com resultados satisfatorios em feridas cutaneas
por pressdo em pacientes hospitalizados. Junior et al. (2019) apresentaram um
levantamento de dados de prescri¢des médicas de antibioticoterapias em uma unidade de
terapia intensiva adulta no Estado do Maranhdo. Nesse estudo, os autores também
descrevem a satisfatéria interacdo da colagenase com cloranfenicol no tratamento de
ulcera de decubito e infecgdes de partes moles.

Na Medicina e na Medicina Veterinaria, o uso indiscriminado de medicamentos
sem prescricdo médica, pode parecer inofensiva, porém pode gerar sérios danos a satde,
reacoes adversas medicamentosas, intoxicagdes, dificuldade no diagnoéstico clinico e na
implantagdo da terapia adequada e dificultar a resisténcia bacteriana (RIVA, PASTOR,
SILVA, 2018). Ha cada vez mais isolamento de bactérias como Escherichia coli e
Staphylococcus aureus multirresistentes, principalmente em feridas cronicas, e esses
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aumento dificulta o uso de antibidticos nas formas topica e sistémica (FONDER et al.,
2008). Com isso, estudos nas areas de farmacologia e biomateriais vém desenvolvendo
novos tipos de materiais para curativos, como os hidrogéis que possuem uma propriedade
de realizar liberagdo do farmaco de forma controlada e gradativa (ALAVI et al., 2014;
POWERS et al. 2016). Seguindo essa linha de raciocinio da resisténcia bacteriana, o uso
das plantas medicinais surge como uma boa alternativa. Os beneficios do uso medicinal
das plantas no tratamento de feridas, sob forma de pomadas, 6leos, infusdes e hidrogéis
vao desde a acessibilidade e baixo custo até minimizacdo de efeitos colaterais (PIRIZ et
al.,, 2014), e configura um possivel substituto desses antibioticos. A associagao de
curativos com sistema de liberacdo controlada com fitoterapicos de acdo cicatrizante e
antibacteriana ¢ uma alternativa promissora para o tratamento de feridas cronicas e
contaminadas (ORLANDINI et al., 2017; KOGA et al., 2020). Orlandini et al. (2017)
descrevem em um relato de caso o uso de creme de papaina e extrato liofilizado das raizes
de salsa (Petroselinum crispum) contra Escherichia coli multirresistente em abscesso em
equino, o qual obteve um resultado satisfatorio. Silva et al (2025), também descrevem
outro relato de caso com bom resultado cicatricial utilizando pomada de barbatimao.

Outras possibilidades de fitoterapicos de agdo cicatrizante e antimicrobiana
destacam-se Aloe vera (babosa) e Melaleuca alternifolia (Tea tree) (MERCES et al.,
2017; LIRA et al., 2020).

2.3.3 Aloe vera

Aloe vera pertence ao género Aloe, e a familia Asphodelaceae, em que mais de
300 espécies ja foram identificadas, e t€ém sido amplamente utilizadas para fins medicinais
ou na industria de cosméticos (Figura 2). Popularmente chamada de babosa, 4. vera
possui propriedades farmacologicas bem conhecidas com seu potencial hipolipidémico,
anti-inflamatoria, hipoglicemiante e cicatrizante (JUNIOR et al., 2020).

Figura 2- Aloe vera, vulgarmente conhecida como Babosa. Fonte:
https://www.aplantadavez.com.br/2022/01/babosa-aloe-vera-l-burmf.html. Acesso em
08 de fevereiro de 2025.

Segundo Ferreira e Paula (2013), a babosa atua principalmente na fase de reparo
de uma ferida, estimulando os fibroblastos e aumentando a sintese de colageno. Freitas,
Rodrigues e Gaspi (2014) descrevem que nas folhas da babosa ha um predominio de
polissacarideos, agua, flavonoides, vitaminas, diversos aminodcidos, além de zinco,
magnésio, célcio e potassio. E que estes polissacarideos, apresentam-se como os mais
importantes para o processo de cicatrizagdo, principalmente a acemanana. Estes autores
descrevem ainda que este polissacarideo pode atuar na estimulagdo e proliferagdo de
fibroblastos, na producdo de colageno do tipo I, na estimulagdo da secrecao do fator de
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crescimento de queratindcitos e na estimulacdo do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF).

Junior et al. (2020) descrevem que A. vera pode ser utilizada de diversas formas
farmacéuticas, tais como: gel, extrato, unguento e nanoparticulas. Porém ha maior
prevaléncia no formato gel, pois esta forma farmacéutica permite maior fixacdo na
superficie da ferida e maior agregacdo de grandes moléculas. Alves et al. (2011)
realizaram um estudo experimental comparativo de feridas cirurgicas tratadas por extrato
de Musa sapientum (banana prata verde), tratadas com Aloe vera e tratadas com
colagenase. Foram realizadas feridas nos dorsos de ratos, utilizando-se um “punch”, e
realizou-se o tratamento clinico com dois fitoterapicos, com a colagenase € o grupo
controle que nao recebeu tratamento. As avaliagcdes clinicas macroscopicas foram
realizadas diariamente em um periodo de nove dias, os quais observaram crostas, tecido
de granulacdo e supuragdo. Os autores desse estudo relataram que, no grupo Musa
sapientum, a formagdo de crostas se desenvolveu no meio do experimento (5° dia) em
40% dos ratos e, em 10% dos animais, no final do experimento (9° dia). No grupo Aloe
vera ocorreu formacgao de crostas em 70% dos ratos no 3° dia, e do 3° dia até o 9° dia as
crostas se mantiveram em 30% dos animais. No grupo da colagenase verificaram-se
crostas em 10% dos ratos no 3° dia, no 5° dia, 50% dos ratos apresentaram crostas e no
ultimo, 20% dos ratos. No grupo controle apareceram as crostas em 10% dos ratos no 3°
dia; no 5° dia, as crostas foram observadas em 50% dos animais, ¢ manteve este valor até
o ultimo dia da anélise. Portanto, pode-se analisar que o grupo banana apresentou menor
quantidade de crostas e desenvolveu a cicatrizagdo prévia, sendo o grupo de melhor
eficacia neste aspecto.

Quanto a formacao do tecido de granulagdo, observou-se que os grupos da banana
e babosa tiveram resultados semelhantes no item granulacdo, com formacao de tecido
novo pré-formado no 3°dia e ausente no final do experimento. Nos grupos banana e
babosa ndo ocorreu supuragdo. No grupo da colagenase houve supuragdo no 3° dia em
30% dos ratos e apds este tempo, esteve ausente. E no grupo controle houve supuragao
no 3° dia em 40% dos ratos. Sendo assim, foi possivel descrever que o extrato da Musa
sapientum nas feridas realizadas ndo atuou positivamente na cicatrizagdo por segunda
intencdo na pele de ratos, com grande poder de cicatrizagdo, quando comparado com o0s
demais tratamentos (ALVES et al., 2011).

Em 2020, Lira e seus colaboradores realizaram um estudo experimental
comparativo com feridas cirurgicas em ratos, tratando-as com solu¢do salina estéril 0,9%
(grupo controle negativo), pomada Nebacetin (grupo controle positivo) e trés grupos
experimentais com extrato de Aloe vera nas concentracdes de 20%, 50% e 100%. As
feridas foram avaliadas microscopicamente e com analises clinicas e macroscopicas.
Durante o periodo experimental, os autores descrevem que quanto a analise macroscopica
das lesdes, a cicatrizagdo com maior rapidez forma nos grupos que obtiveram a aplicagdo
de Aloe vera a 50% e 100% quando comparadas ao grupo controle e ao grupo Nebacetin.
O Grupo Aloe vera 20% apresentaram um periodo de cicatrizacdo prolongado,
possivelmente devido a menor concentragao do extrato da planta, e ndo agiu efetivamente
na lesdo. Na andlise microscopica, os grupos A. vera 50% e 100% foram os que
apresentaram, em sua maioria, infiltrado inflamatorio leve, além da auséncia de focos
hemorrégicos, confirmando os achados da andlise macroscopica. Sendo que o grupo 4.
vera 100% foi o que mais se aproximou dos resultados do grupo Nebatecin. Os demais
grupos apresentaram moderado infiltrado inflamatorio.

Em outro estudo experimental, Mercés et al. (2017) também compararam o
tratamento de feridas cirtirgicas na regido do dorso de ratos tratados com soro fisiologico
0,9%, Regederm® (gel creme a base de fracdes proteicas bioativas extraidas do latex da
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seringueira Hevea brasiliensis), e grupo extrato de Aloe vera 10%. Apos andlises
microscopicas € macroscopicas, os autores concluiram que o extrato de A. vera 10%
demonstraram resultados semelhantes quanto a velocidade de cicatrizagdo do grupo
Regederm. Os aspectos estéticos e plasticos do grupo experimental apresentaram
resultados satisfatorios, com pequenas retragdes cicatriciais ¢ sem elevagdes. Tendo
assim, uma aplicabilidade farmacéutica na concentragao proposta.

2.3.4 Melaleuca alternifolia

Outra planta com ag¢ao medicinal ¢ a Melaleuca alternifolia, do género Melaleuca,
familia Myrtaceae; vulgarmente chamada de Tea Tree Oil (Figura 3). Devido ao seu 6leo
essencial ¢ extremamente volatil composto por hidrocarbonetos terpenos, responsavel
pelas suas propriedades medicinais; dentre essas propriedades medicinais se destacam a
acdo bactericida, fungicida, antisséptica, anti-inflamatéria e imuno-estimulante
(CORREIA et al.,, 2018; OLIVEIRA, BOSQUETTI, 2018; SILVA et al., 2019;
NASCIMENTO et al., 2022).

Figura 3- Imagem ilustrativa da Melaleuca alternifolia. Fonte:
https://www.raizerplantasparaabelhas.com.br/a-arvore-do-cha-melaleuca-alternifolia-
melifera. Acessado em 08 de fevereiro de 2025.

Amri et al. (2012) estudaram a composi¢do quimica e as atividades bioldgicas e
microbianas de 6leo de Melaleuca sp. Os autores puderam afirmar que quanto a atividade
bactericida, o 6leo demonstrou eficacia contra diferentes cepas como Staphylococcus
aureus. De Groot e Schmidt (2016) descrevem que a Melaleuca sp. pode ser incorporada
em diversas formulacdes topicas para tratamento de infec¢des cutineas devido as suas
propriedades antimicrobianas e antifingicas. Com isso, haveria uma mudanca quanto ao
tratamento convencional, visando uma menor resisténcia do microrganismo, e
minimizando os efeitos colaterais das medicagdes alopaticas. Neves et al. (2015),
descrevem experimentalmente o uso da Melaleuca alternifolia in vitro e in vivo, no
tratamento de otites bacterianas e por leveduras em caes. Os autores relatam que o 6leo
na concentracao de 5% induziu a remissao das otites bacterianas e reduziu a quantidade
de leveduras nas otites micoticas. As conclusdes deste estudo indicam a viabilidade do
Oleo de Melaleuca alternifolia como opgao terapéutica em otites externas em caes, sem
apresentar risco de ototoxicidade.

Em outro estudo in vitro, Severo et al. (2022) visaram a produc¢ao e caracterizacao
de hidrogéis a base de poli (alcool vinilico (PVA) e quitosana (CS) funcionalizados com
o0 0leo essencial visando a aplicagdo como curativos, e procurando um efeito sinérgico de
biomateriais e fitoterapicos com amplos espectros de agdo bioldgica possivel de acelerar
e ser eficiente no reparo e cicatrizacdo. Os autores concluiram que os hidrogéis
funcionalizados com o 6leo essencial de Melaleuca sp. apresentaram caracteristicas e
propriedades potencialmente uteis para serem utilizados como curativos no tratamento de
queimaduras, através de estudos in vitro.
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Chin e Cordell (2013) realizaram um estudo experimental em feridas
contaminadas por Staphylococcus aureus, tratados com extrato do 6leo de Melaleuca
alternifolia. Os autores notaram que as feridas tratadas com o o6leo exibiram uma
cicatrizagdo mais acelerada, com diminui¢do da concentragdo bacteriana e revitalizagao
mais rapida da pele. Oliveira e Bosquetti (2018) descrevem o efeito cicatrizante do 6leo
de Melaleuca alternifolia em ratos. Esse estudo revelou que houve uma significativa e
discreta diferenca entre as feridas tratadas com o 6leo fitoterapico quando comparado ao
grupo controle (solucdo salina estéril) no periodo de até 14 dias de tratamento.

Rocha e colaboradores (2021), realizaram um estudo experimental para avaliar o
efeito do hidrolato das folhas de Melaleuca sp., sobre a cicatrizacdo de feridas em ratos.
Ao final do estudo, os autores concluiram que as feridas dos animais tratados com
hidrolato estavam fechadas, correspondente a 91,3% em relagdo ao controle negativo
(solugdo salina estéril), enquanto, animais com fibrinase (grupo controle positivo)
chegaram a apenas 63,9% a mais dos animais controles.

Os beneficios do uso medicinal das plantas no tratamento de feridas, sob forma de
pomadas, Oleos, infusdes e hidrogéis vdo desde a acessibilidade e baixo custo até
minimizagdo de efeitos colaterais (PIRIZ et al., 2014); sendo assim, um possivel
substituto desses antibioticos, tornando essa associa¢do de curativos com sistema de
liberagao controlada com fitoterapicos de agdo cicatrizante e antibacteriana uma
alternativa promissora para o tratamento dessas feridas cronicas e contaminadas
(ORLANDINI et al., 2017; KOGA et al., 2020).

Na Medicina e na Medicina Veterinaria, o uso indiscriminado de medicamentos
sem prescricdo médica, pode parecer inofensiva, porém pode gerar sérios danos a satde,
reacdes adversas medicamentosas, intoxicagdes, dificuldade no diagnostico clinico e na
implantacdo da terapia adequada e inibi¢do da resisténcia bacteriana (RIVA, PASTOR,
SILVA, 2018). Ha cada vez uma maior frequéncia de isolamento de bactérias com a
Escherichia coli e Staphylococcus aureus multirresistentes principalmente em feridas
cronicas dificultando o uso de antibidticos de forma topica e sistémica (FONDER et al.,
2008). Com isso, estudos nas areas de farmacologia e biomateriais vem desenvolvendo
novos tipos de materiais para curativos, como os hidrogéis que possuem uma propriedade
de realizarem uma libera¢do do farmaco de forma controlada e gradativa (ALAVI et al.,
2014; POWERS et al. 2016).

Segundo Franco e Gongalves (2007) existem inUimeros tipos de curativos que
podem ser utilizados com bases antibidticas, antimicrobianas, antissépticas, fitoterapicas
e/ou combinadas para tratamento de uma ferida. Para Koga et al. (2020), os requisitos de
um bom curativo sdo a alta absor¢do de exsudato, de facil manuseio, que acelere a
cicatrizagdo, boa barreira bacteriana e baixo custo.

2.4 Tipos de Curativos

Ha uma grande variedade de curativos industrializados, de diferentes bases
farmaceéuticas e com diversas propostas terapéuticas, que possibilitam um melhor manejo
para as distintas condic¢des das feridas. Diversos fatores podem influenciar na escolha do
curativo, tais como: o aspecto clinico da ferida, o grau de contaminagdo, recurso
financeiro do paciente, entre outros (FRANCO, GONCALVES, 2007; KOGA et al.,
2020). Quanto aos aspectos clinicos de uma ferida aberta, os curativos que mantém o
aspecto de meio imido possuem algumas vantagens quando comparadas ao meio seco,
como acelerar a angiogénese, estimular a epitelizagao e formacao do tecido de granulacao
e facilitar a remog¢ao de tecido necrotico e fibrina. Contudo, os curativos imidos
produzem secregoes de diferentes tipos, que precisam ser bem identificadas. As feridas
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exsudativas, por exemplo, devem ser avaliadas em relagdo as caracteristicas e quantidades
do exsudato produzido (FRANCO, GONCALVES, 2007; FONDER et al., 2008).

De acordo com Stoeckel et al. (2006), com os avangos tecnoldgicos, médicos e
farmacéuticos, os curativos que aceleram o processo de cicatrizagdo tém facilitado o
manejo das feridas para pacientes humanos e animais. Os hidrocoloides, por exemplo,
permitem uma periodicidade de troca de 1 a 7 dias, dependendo do volume de exsudacdo
e podem ser molhados durante o banho sem perder suas propriedades. Os hidrocoldides
sdo constituidos externamente por uma espuma de poliuretano e internamente com
pectina, gelatina e carboximetilcelulose (CMC) sodica. Os curativos com estas
particularidades possuem um mecanismo de acdo que estimula a angiogénese e realiza o
desbridamento autolitico, bem como acelera o processo de granulacao tecidual. Sdo
indicados em feridas abertas ndo infectadas, com leve a moderada exsudagdao (FONDER
et al., 2008; FRANCO, GONCALVES, 2007).

Stoeckel et al. (2006) descrevem resultados interessantes dos curativos a vacuo,
principalmente em feridas complexas, cronicas e de dificeis resolugdes. Sua periodicidade
de troca ¢ de dois a cinco dias em média, possui vantagens em relagdo a efetividade nestas
feridas mais profundas e de maior complexidade, porém ha a desvantagem em relag¢do ao
custo e da necessidade de se manter conectado a bomba de vacuo (FRANCO,
GONCALVES, 2007).

Para Alavi et al. (2014) e Powers et al. (2016), os curativos mais adequados para
o controle e aplica¢do de drogas em feridas cronicas e contaminadas, sdo os que utilizam
os sistemas de liberagdo controlada, e que necessitam de menos trocas. Um dos curativos
que se encaixam dentro das especificagdes sdo os hidrogéis. O hidrogel tem um aspecto
transparente composto por 2,3 % carboximetilcelulose (CMC), 20% de propilenoglicol
(PPG) e 77,7% de 4gua. Este hidrogel de CMC e PPG tém a fun¢ao de absorver e debridar
tecidos necroticos e fibroticos e ainda pode ser utilizado em conjunto com farmacos
antibacterianos, reduz a dor e edema, e favorece o processo de cicatrizagdo
(RODRIGUES et al., 2015; MONTEIRO et al., 2020). A periodicidade das trocas dos
curativos ¢ a cada um a trés dias em média; sdo indicados em feridas superficiais
moderadas de baixa producdo de exsudato, para remoc¢do de tecidos desvitalizados,
crostas e fibrinas (FRANCO, GOLCALVES, 2007).

O hidrogel de CMC ¢ um tipo de sistema de liberagdao controlada de farmacos
muito utilizado para o tratamento de feridas cronicas. Eles sdo projetados para absorver
exsudato de uma ferida e rehidratd-la. Muitos autores indicam a utilizacdo desses
hidrogéis para o tratamento de ulceras diabéticas, que sdo sabidamente feridas cronicas e
muitas vezes colonizadas por Staphylococcus aureus (DUMVILLE et al., 2013; CALO,
KHUTORYANSKIY, 2015; REMY et al., 2016).

Apesar de inimeros curativos e farmacos sintéticos terem sido desenvolvidos nos
ultimos anos, as substincias de origem animal e vegetal para fins medicinais ainda vém
sendo utilizados como alternativas de tratamentos na cicatrizacdo de feridas, com
crescente investimento em pesquisas e na producdo desses produtos de origem natural.
Um dos principais beneficios do uso medicinal das plantas no tratamento de feridas vao
desde a acessibilidade, baixo custo, e menores efeitos colaterais quanto a toxicidade em
comparagio com um agente quimico sintético (ESTEVAO et al., 2013; PIRIZ et al.,
2014).

3 MATERIAL E METODOS

A experimentagdo pratica seguiu os principios éticos em conformidade ao
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal), com base no Protocolo para
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Uso de Animais na Pesquisa, e posterior aprovagdo do mesmo pela Comissio de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estacio de S&, numero 001/2023, em 31 de
janeiro de 2023.

3.1 Preparo da Associacio Fitoterapica

O O6leo essencial de Melaleuca (Melaleuca alternifolia) foi adquirido
comercialmente da empresa Via Aroma. A mucilagem foi extraida das folhas da planta
Aloe vera obtida da Farmdacia Viva da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ) (exsicata RBR00056828) com a colaboragao do grupo de pesquisa do professor
Douglas Siqueira de Almeida Chaves do Laboratério de Quimica de Bioativos Naturais
(LQBioN) do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. As folhas foram lavadas em agua corrente para
remogao de residuos, cortadas em sua extremidade e mantidas em posigao vertical por até
duas horas para eliminagdo da aloina. Em seguida, a mucilagem foi extraida das folhas e
triturada com auxilio de liquificador seguido de ultraturrax até completa homogeneizacao.

O hidrogel a base do polimero carboximetilcelulose foi desenvolvido e a
mucilagem de aloe vera e 6leo essencial de melaleuca foram incorporados ao mesmo. As
formulagdes foram avaliadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas como aspecto, pH
e viscosidade e submetidas a ensaios de estabilidade fisica preliminar, centrifugacao, ciclo
de congelamento e descongelamento, temperatura, a fim de garantir a qualidade fisico-
quimica da formulacdo. O desenvolvimento e caracterizacdo do hidrogel foram realizados
com a colaboracao do grupo de pesquisa da professora Yara Peluso Cid do Laboratorio
de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria, Setor de Desenvolvimento
e Analises Farmacéuticas (LQEPV-DAFAr) da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ.

3.2 Amostragem Experimental

Foram utilizados 24 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, machos,
higidos, pesando entre 200 e 300 gramas, oriundos do biotério do Nucleo de Animais de
Laboratorios (NAL), da Universidade Federal Fluminense, localizada na Alameda Barros
Terra, Niterdi, RJ. Os animais foram ambientados e climatizados por 7 dias para
adaptacdo, recebiam agua e alimento ad /ibitum e foram alojados em gaiolas individuais,
forradas por maravalha trocada a cada 3 dias. Os animais foram mantidos em temperatura
média de 21°C para melhor conforto e ciclo de claro-escuro (7:00-19:00 claridade; 19:00-
7:00 escuro).

3.3 Ferida Experimental

Para a anestesia destes ratos utilizou-se a associa¢do de cloridrato de cetamina
10% (Ketamina Agener 10%, Agener, Sao Paulo) na dose de 0,1ml/100g e cloridrato de
xilazina 2% (Xilazin, Syntec, Tampor¢) na dose de 0,25ml/100g por via intraperitoneal,
e apoOs essa, inducdo anestésica. Com os animais em dectbito ventral, realizou-se a
tricotomia ampla da regido dorsal. Apds a antissepsia da regido com digliconato de
clorexidina degermante a 2% (Riohex 2%, Rioquimica, S3ao José do Rio Preto) e
digliconato de clorexidine alcodlico a 0,5% (Riohex 0,5%, Rioquimica, Sdo José do Rio
Preto), realizaram-se duas feridas esféricas de aproximadamente 1,5cm de didmetro, se
estendendo da pele e paniculo carnoso até a fascia muscular superficial. Estas feridas
foram contaminadas por colonias de Dbactérias de Staphylococcus aureus
multirresistentes, provenientes do laboratorio de microbiologia da UFRRJ.
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3.4 Producao e Aplicacdo do Inéculo Bacteriano

A formulagao fitoterapica proposta foi avaliada quanto a atividade bacteriana,
através do teste de difusdo em disco, frente as cepas multirresistentes de Staphylococcus
aureus provenientes da bacterioteca do Labac (Laboratoério de Bacteriologia) do Instituto
de Veterinaria da UFRRJ, com a colaboragdo do grupo de pesquisa da professora Shana
de Mattos de Oliveira Coelho, do Departamento de Microbiologia ¢ Imunologia
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

Para a preparagdo do inoculo, utilizou-se haste de microbiologia reutilizadas, as
placas com os cultivos bacterianos, frasco de vidro com 0,5ml de soro fisiologico. De
forma asséptica, a haste passava por aquecimento e desinfec¢do, coletava-se o material
na placa de Petri e dispunha este contetdo em um tubo de vidro contendo 0,5 ml de soro
fisiologico 0,9%. Com uma seringa de 1ml, esse indculo era puncionado e aplicado em
cada ferida 0,25 ml (Figura 4). Ap6s a aplicagdo do in6culo, no dia seguinte a este
procedimento eram realizadas citologias das feridas para confirmar a contaminagdo das
feridas e inicio do tratamento.

Figura 4- Produ¢do do inoculo e de sua aplfcac;éo. A. Aquecimento da haste microbioldgica
reutilizavel. B. Coleta da cepa de S. aureus na placa de Petri. C. Mistura da cepa com soro
fisiologico 0,9%. D. Aplicagdo do indculo nas feridas.

As feridas foram classificadas como G1 (feridas contaminadas por cepas de S.
aureus multirresistente e tratadas unicamente com soro fisiologico); G2 (feridas
contaminadas por cepas S. aureus multirresistentes, tratadas com pomada de colagenase
com cloranfenicol) e G3 (feridas contaminadas por cepas S. aureus multirresistentes,
tratadas com hidrogel de extrato de Aloe vera e Melaleuca alternifolia). As
contaminagdes das feridas foram confirmadas com suas citologias, 24 horas apds sua
inoculagao.

3.5 Grupos Experimentais

Visando reducdo do numero de animais utilizados e seguindo metodologia
semelhante a descrita por Santos, Junior e Cunha (2019); no experimento foram realizadas
duas feridas esféricas em cada animal, com um espago entre as feridas de 1,5 cm (Figura
2). Foi determinado que as feridas craniais seriam sempre classificadas como G1, ou seja,
o controle negativo. E as feridas caudais seriam as classificadas em G2 e G3, ou seja,
grupo controle positivo e grupo experimental respectivamente. Os animais foram
organizados entdo em conjuntos, os quais um grupo fez o comparativo entre controle
negativo (ferida cranial - G1) e controle positivo (feridas caudais - G2), e outro conjunto
com um grupo que fez comparativo entre controle negativo (ferida cranial — GI1) e
experimental (feridas caudais — G3). As avaliagdes macroscopicas, histologicas,
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citoldgicas e anatomopatoldgicas foram realizadas nos 3°, 7° e 14 dias apds o inicio do
tratamento. Cada grupo experimental possuia quatro animais

Figura 5- Imagem ilustrativa das duas feridas esféricas, localizadas no dorso do
animal para realizacdo do experimento com as identificagdes das feridas craniais e
caudais.

Portanto, os grupos do presente estudo se organizaram da seguinte forma:

Grupo G1G2 3 dias — Feridas contaminadas com S. aureus; tratadas com soro
fisioldgico (ferida cranial) e colagenase com cloranfenicol (ferida caudal). As avaliacdes
macroscopicas, histologicas, citologicas e anatomopatoldgicas foram realizadas no 3° dia
apos o inicio do tratamento.

Grupo G1G2 7 dias - Feridas contaminadas com S. aureus; tratadas com soro
fisioldgico (ferida cranial) e colagenase com cloranfenicol (ferida caudal). As avaliagdes
macroscopicas, histologicas, citologicas e anatomopatoldgicas foram realizadas no 7° dia
apos o inicio do tratamento.

Grupo G1G2 - 14 dias - Feridas contaminadas com S. aureus; tratadas com soro
fisioldgico (ferida cranial) e colagenase com cloranfenicol (ferida caudal). As avaliagdes
macroscopicas, histologicas, citologicas e anatomopatoldgicas foram realizadas no 14°
dia apos o inicio do tratamento.

Grupo G1G3 3 dias - Feridas contaminadas com S. aureus; tratadas com soro
fisioldgico (ferida cranial) e gel fitoterapico (ferida caudal). As avaliagdes macroscopicas,
histologicas, citologicas e anatomopatoldgicas foram realizadas no 3° dia ap6s o inicio do
tratamento.

Grupo G1G3 7 dias - Feridas contaminadas com S. aureus; tratadas com soro
fisiologico (ferida cranial) e gel fitoterapico (ferida caudal). As avaliagdes macroscopicas,
histologicas, citologicas e anatomopatoldgicas foram realizadas no 7° dia ap6s o inicio do
tratamento.

Grupo G1G3 14 dias - Feridas contaminadas com S. aureus; tratadas com soro
fisiologico (ferida cranial) e gel fitoterapico (ferida caudal). As avaliagdes macroscopicas,
histologicas, citologicas e anatomopatologicas foram realizadas no 14° dia ap6s o inicio
do tratamento.

3.6 Eutanasia
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Os animais foram eutanasiados nos dias 3, 7 e 14° pds-operatério conforme as
normas do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal). Para
este procedimento realizou-se Isoflurano 5% (Isoflurano 100%, Biochimico, Rio de
Janeiro) por meio de uma camara de pléstico rigida e transparente até a inducdo da
hipnose e apds o “relaxamento” do animal foi aplicado Tiopental (Thiopentax 1g,
Cristalia, Itapira) na dose de 120 mg/kg, por via intraperitoneal.

3.7 Analise “Ante Mortem”

As feridas foram avaliadas macroscopicamente com observagdo dos seguintes
parametros: edema, coloracao das feridas, tecidos desvitalizados, aspecto da exsudagdo e
crostas; os dados foram registrados por fotos nos dias 3, 7 e 14 dias; e o estudo
morfométrico, através da mensuragao do halo da ferida desde o dia da indu¢ao da mesma
utilizando-se um paquimetro digital, marca MTX Vernier Caliper (Figura 6). Antes da
eutanasia ética dos animais, o processo cicatricial da lesdo era analisado de forma
morfométrica, e com auxilio de uma lamina de vidro para microscopia, realizava-se o
“imprint” das lesdes e estas foram coradas com pandtico para avaliagdo citologica para
mensuragao de processo inflamatorio e infeccioso. Neste processo foram realizadas as
contagens de células como neutréfilo, macrofagos, células bacterianas e eritrocitos. A
densidade de células e bactérias foi avaliada visualmente e classificada de forma

semiquantitativa, como: "ausente", "rara", "moderada" ou "acentuada".

“~

Figura 6- Imagem ilustrativa das medig¢oes realizadas “ante mortem” das feridas
com paquimetro digital

Para melhor classificagdo, foi criada uma tabela adaptada por Fernandes (2020),
com pontuacdes conforme as observacdes encontradas como: edema, coloragdo das
feridas, tecidos desvitalizados, aspecto da exsudacao e formagdo de crostas (Tabela 1).

25



Tabela 1. Aspectos macroscopicos das feridas experimentais contaminadas, produzidas
nos dorsos dos ratos com bases nos pardmetros em pontuagdes, adaptada de Fernandes
(2020).

Intensidades dos Achados Macroscopicos das Feridas
Achados Clinicos Contaminadas
Ausente Discreto Moderado Acentuado
Edema 0 1 2 3
Tecido Desvitalizado 0 1 2 3
Crostas 0 1 2 3
Exsudagao 0 1 2 3
Ausente Translucido Purulento Hemorragico
Aspecto da Exsudagao 0 1 2 3
Palido Roéseo Azulado Enegrecido
Coloragdo da Ferida 0 1 2 3

3.8 Avaliacoes “Post Mortem™

Apbs a eutandsia seguindo os preceitos experimentais e éticos, foram removidos
fragmentos de pele com as lesdes. Com auxilio de uma ldmina de bisturi, pingas e tesouras
cirargicas, as areas das lesdes foram retiradas contendo pele e a camada mais profunda
com a fascia muscular superficial. As amostras foram armazenadas em frascos plasticos,
devidamente identificadas e fixadas em solugdao de formaldeido a 10 % tamponado.

As andlises foram realizadas pelo Laboratorio de Histopatologia do Setor de
Anatomia Patologica da UFRRJ. Apds fixacdo, as amostras foram clivadas, desidratadas,
emblocadas em parafina previamente aquecida e cortadas em micrétomo com espessura
de 4p para confeccao das laminas, que foram coradas em Hematoxilina—Eosina (HE) e
Tricromico de Masson (kit Suetam). Foram avaliadas de forma qualitativa e quantitativa
(graus leve, moderado ou acentuado), presenga de infiltrado inflamatorio, angiogénese e
fibroplasia.

Para melhor avaliacdo histoldgica da formagdo crostosa, infiltrado de processo
inflamatorio, deposi¢do de matriz extracelular, neovascularizagdo e reepitelizagdo,
conforme o protocolo de Estevao et al. (2019), criou-se uma escala de 0 a 3 para cada
parametro, o qual o escore zero (0) representa auséncia do parametro testado; escore um
(1) discreto; dois (2) moderado e trés (3) acentuado.

Apo6s remover as feridas, os animais foram posicionados em decubito dorsal e
realizaram-se celiotomias medianas pré-retroumbilicais para remo¢ao e mensuragdo de
rins, figado e bago (Figura 7), encaminhados para andlise histologica a fim avaliar
possivel toxicidade referente ao gel fitoterapico utilizado.
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Figura 7 — Imagem ilustrativa da avaliacdo morfologica e morfométrica dos 6érgaos com
paquimetro. A. Bago; B. Figado; C. Rim direito; D. Rim esquerdo.

3.9 Analises Estatisticas

Este estudo foi conduzido utilizando-se o software R, versao 4.4.2 (R Core Team,
2024). Todas as analises foram realizadas considerando-se um nivel de significancia de
5% (p < 0,05), sendo que valores de p inferiores a esse limite foram interpretados como
estatisticamente significativos. Como o presente estudo possuia multiplas varidveis
simultaneamente e de dimensionalidade elevada, optou-se por realizar a Analise de
Componentes Principais (PCA).

A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk e teste de Breusch-
Pagan para garantir que a heterocedasticidade ndo era um problema significativo no
modelo escolhido.

4. RESULTADOS

4.1 Avaliacao Morfométrica

Durante o periodo proposto para o tratamento das feridas experimentais, o processo
de cicatrizagdo foi acompanhado realizando registros fotograficos no 3°, 7° e 14° dia do
tratamento, como demonstrado no Quadro 1. Os curativos foram realizados diariamente
nos mesmos horarios, sempre pelo mesmo manipulador e de forma asséptica.

Quadro 1 — Registros fotograficos das evolugdes cicatriciais dos grupos G1G2 ¢ G1G3 nos
dias 3, 7 e 14 dias de tratamento. F.Cr. - Ferida cranial; F.Ca.- Ferida Caudal.
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Dia Grupo G1G2 Grupo G1G3
—_
3
¥
14

Durante todo o processo de avaliagdo clinica das feridas, nos grupos G1G2 e
G1G3, ndo se observou exsudacdo; somente um animal do Grupo G1G3 (7 dias),
apresentou discreta exsudacdo serohemorragica na ferida cranial, que posteriormente
cicatriza de forma satisfatoria. Entre os 3° e 7° dias do tratamento houve a formacgdo de
crosta nas lesdes e, desta forma, no 7° dia, foi realizado o debridamento mecanico
conservador com auxilio de uma lamina de bisturi tamanho 15. Esta manobra foi realizada
em todos os animais a fim de evitar a permanéncia das crostas e assim retardar o processo
de cicatrizacdo. Mesmo ap6s remocgdo, ainda foi possivel observar pequena quantidade
de crosta nos grupos G1G2 (14 dias) e G1G3 (14 dias), em uma ferida caudal G3 de um
animal (Rato 1) e em trés feridas caudais G2 nos Ratos 1, 2 e 4. As feridas tratadas com
hidrogel de extrato de Aloe vera e Melaleuca alternifolia produziram menos crostas do
que as feridas tratadas com soro fisiologico estéril 0,9% e com pomada a base de
cloranfenicol e colagenase.

A diminuigdo das lesdes ocorreu em todos os grupos experimentais, com
diminui¢do mais significativa a partir do 7° dia, iniciando-se das margens para o centro
da ferida. No 14° dia, as feridas estavam quase totalmente cicatrizadas, porém as feridas
G3 apresentaram uma discreta evolucio no tempo de cicatrizagcdo quando comparados as
feridas G1 e G2.

Cada um dos seis grupos experimentais foi composto por 4 animais e conforme
descrito anteriormente, cada grupo recebeu avaliacdo morfométrica nos dias 3, 7 ¢ 14 dias
de tratamento, nos quais as medi¢des do grupo G1G2 foram mensuradas com auxilio de
um paquimetro digital (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2 — Valores morfométricos das feridas do grupo G1G2 quanto a largura, comprimento e altura,
destacado em 3, 7 ¢ 14 dias de tratamento. F. Cr (feridas craniais), F. Ca. (feridas caudais).

Grupo Experimental G1G2
3 dias
Medidas das feridas (cm)
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Aspectos Morfométricos F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca.
Largura 1,4 1,56 1,5 1,4 1,61 1,52 1,49 148
Comprimento 1,5 1,46 1,4 1,6 1,58 1,55 1,5 1,55
Altura 0,14 0,15 0,05 0,05 0,15 0,15 0,14 0,16
7 dias
Medidas das feridas (cm)
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Aspectos Morfométricos F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca.
Largura 0,68 0,78 075 122 0,75 0,65 076 1,15
Comprimento 0,74 1,32 0,85 1,51 1 0,72 1,2 1,45
Altura 0,1 0,1 0,12 0,13 0,14 0,12 0,13 0,12
14 dias
Medidas das feridas (cm)
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Aspectos Morfométricos - F=e = F . F ¢r F.Ca. F.Cr. F.Ca F.Cr. F.Ca
Largura 048 044 029 059 031 053 027 0,39
Comprimento 0,72 0,57 029 0,64 0,71 0,94 0,4 0,51
Altura 0,04 0,06 006 006 0,07 0,08 003 0,06
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Tabela 3 — Valores da média e desvio padrdo obtidas das andlises estatisticas referentes as
medig¢des de altura, comprimento e largura das feridas experimentais do grupo G1G2, destacadas
em 3, 7 ¢ 14 dias apo6s tratamento.

GIG2
Feridas Aspectos M¢dia Desvio Padrio
Largura 1,5 0,086
Cranial Comprimento 1,495 0,0737
Altura 0,145 0,0058
3 dias
Largura 1,49 0,0683
Caudal Comprimento 1,54 0,0583
Altura 0,1525 0,005
Feridas Aspectos Média Desvio Padrao
Largura 0,735 0,037
Cranial  Comprimento 0,9475 0,1992
Altura 0,1225 0,0171
7 dias
Largura 0,95 0,278
Caudal Comprimento 1,25 0,3621
Altura 0,1175 0,0126
Feridas Aspectos Média Desvio Padrio
Largura 0,3375 0,0964
Cranial Comprimento 0,53 0,21
Altura 0,3375 0,0964
14 dias
Largura 0,4875 0,0896
Caudal Comprimento 0,665 0,1909
Altura 0,05 0,0183

Os grupos G1G3 de 3, 7 e 14 dias de tratamento também foram organizados em
tabelas para melhor interpretagdo dos dados estatisticos. A mensuracao das feridas

também foi realizada com paquimetro digital (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 4 - Valores morfométricos das feridas do grupo G1G3 quanto a largura, comprimento e
altura, destacado em 3, 7 e 14 dias de tratamento. F. Cr (feridas craniais), F. Ca. (feridas caudais).

Grupo Experimental G1G3
3 dias
Medidas das feridas (cm)
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Aspectos F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca.
Largura 1,38 1,38 1,28 1,27 1,41 1,2 1,3 1,4
Comprimento 1,36 1,39 1,38 1,35 1,46 1,25 1,38 1,4
Altura 0,2 0,15 0,2 0,12 0,15 0,12 0,18 0,15
7 dias
Medidas das feridas (cm)
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Aspectos F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F. Ca.
Largura 0,87 1 0,93 1,2 0,95 1 0,65 1
Comprimento 1,3 1,38 1,37 1,3 1,18 1 0,75 1,09
Altura 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,15
14 dias
Medidas das feridas (cm)
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Aspectos F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca F.Cr. F.Ca
Largura 0,28 0,38 0,35 0,32 0,32 0,25 0,37 0,33
Comprimento 0,58 0,68 0,56 0,45 0,48 0,49 0,69 0,41
Altura 0,08 0,08 0,08 0,07 0,07 0,07 0,07 0,08
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Tabela 5 - Valores da média e desvio padrdo obtidas das analises estatisticas referentes as
medigdes de altura, comprimento e largura das feridas experimentais do grupo G1G3, destacadas
em 3, 7 ¢ 14 dias pos tratamento.

GIG3
Feridas Aspectos Média Desvio Padrao
Largura 1,3425 0,0624
Cranial Comprimento 1,395 0,0443
Altura 0,1825 0,0236
3 dias
Largura 1,3125 0,0943
Caudal Comprimento 1,3475 0,0685
Altura 0,135 0,0173
Feridas Aspectos M¢dia Desvio Padrao
Largura 0,85 0,1376
Cranial Comprimento 1,15 0,278
Altura 0,1 0
7 dias
Largura 1,05 0,1
Caudal  Comprimento 1,1925 0,1773
Altura 0,1125 0,025
Feridas Aspectos Média Desvio Padrao
Largura 0,33 0,0964
Cranial Comprimento 0,5775 0,0866
Altura 0,075 0,0058
14 dias
Largura 0,32 0,0535
Caudal Comprimento 0,5075 0,1195
Altura 0,075 0,0058
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Grafico 1 — Grafico representativo do processo de cicatrizagdo em relagdo a altura média das
lesdes nos periodos de tempo de 3, 7 ¢ 14 dias de tratamento. G1 (feridas contaminadas por cepas
de S. aureus multirresistentes ¢ tratadas unicamente com soro fisiologico); G2 (feridas
contaminadas por cepas de S. aureus multirresistentes, tratadas com pomada de colagenase com
cloranfenicol) e G3 (feridas contaminadas por cepas de S. aureus multirresistentes, tratadas com
hidrogel de mucilagem de Aloe vera e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia).
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Grafico 2 — Grafico representativo da evolugao cicatricial em relagdo a largura média das lesGes
no periodo de 3, 7 e 14 dias de tratamento. G1 (feridas contaminadas por cepas de S. aureus
multirresistentes e tratadas unicamente com soro fisiologico); G2 (feridas contaminadas por cepas
de S. aureus multirresistentes, tratadas com pomada de colagenase com cloranfenicol) e G3
(feridas contaminadas com cepas de S. aureus multirresistente tratadas com hidrogel de
mucilagem de 4loe vera e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia).
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Grafico 3 — Representacdo grafica do processo evolutivo das lesdes em relacdo ao comprimento
médio no periodo de tempo de 3, 7 ¢ 14 dias de tratamento. G1 (feridas contaminadas por cepas
de S. aureus multirresistentes ¢ tratadas unicamente com soro fisiologico); G2 (feridas
contaminadas por cepas de S. aureus multirresistentes, tratadas com pomada de colagenase com
cloranfenicol) e G3 (feridas contaminadas por cepas de S. aureus multirresistentes, tratadas com
hidrogel de mucilagem de Aloe vera e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia).
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4.2 Avaliacao Macroscopica

Assim como as avaliagdes morfométricas, o processo cicatricial das lesdes também
foi avaliado quanto aos aspectos clinicos e macroscopicos, obtendo-se pardmetros
quantitativos e qualitativos. Em relacdo as andlises clinicas das feridas, foram avaliadas
nos seis grupos experimentais presenca de edema, coloragdo das feridas, tecidos
desvitalizados, aspecto da exsudagdo e crostas. Abaixo, encontram-se as Tabelas 6 e 7
que demonstram esses aspectos ao longo do periodo cirargico experimental de 3, 7 e 14
dias.

34



Tabela 6 — Escores das feridas do grupo G1G2 quanto aos aspectos clinicos de edema, a coloragao
das feridas, de tecidos desvitalizado, aspecto da exsudagdo e crostas, organizados quanto ao
periodo de tempo proposto de 3, 7 e 14 dias de tratamento. F. Cr (feridas craniais), F. Ca. (feridas
caudais).

GIG2
3 dias
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Aspectos F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca.
Edema 0 0 0 0 1 0 0 0
Coloragao 1 1 1 1 2 1 2 1
Tecido Desvitalizado 0 0 0 0 1 0 0 0
Exsudacdo (quantidade) 0 0 1 1 1 1 1 0
Exsudacao (aspecto) 0 0 1 1 1 1 1 0
Presenca de crosta 2 1 2 2 2 1 2 1
7 dias
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Aspectos F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca.
Edema 0 0 0 0 0 0 0 0
Coloragdo 1 0 1 0 1 0 1 0
Tec. Desvitalizado 0 0 0 0 1 0 0 0
Exsudacdo (quantidade) 1 0 0 0 1 0 1 1
Exsudacao (aspecto) 1 0 0 0 2 0 1 1
Presenca de crosta 2 2 2 2 2 2 2 2
14 dias
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Aspectos F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca.
Edema 0 0 0 0 0 0 0 0
Coloragdo 1 1 1 1 1 1 0 1
Tec. Desvitalizado 0 0 0 0 0 0 0 0
Exsudacdo (quantidade) 0 0 0 0 0 0 0 0
Exsudacao (aspecto) 0 0 0 0 0 0 0 0
Presenca de crosta 1 1 1 1 1 0 0 1
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Tabela 7 — Pontuagoes das feridas do grupo G1G3 quanto aos aspectos clinicos de edema, a
coloracdo das feridas, tecido desvitalizado, aspecto da secrecdo e crostas, organizadas quanto ao
periodo de tempo proposto de 3, 7 ¢ 14 dias de tratamento. Legendas: F. Cr (feridas craniais), F.
Ca. (feridas caudais).

GIG3
3 dias
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Aspectos F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca.
Edema 0 0 0 0 0 0 0 0
Coloragao 1 1 1 1 1 1 1 1
Tec. Desvitalizado 0 0 0 0 0 0 0 0
Exsudacdo (quantidade) 1 0 0 0 0 0 1 0
Exsudacdo (aspecto) 1 0 0 0 0 0 1 0
Presenca de crosta 2 1 2 2 2 1 1 1
7 dias
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Aspectos F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca.
Edema 0 0 0 0 0 0 0 0
Coloragdo 1 1 1 1 1 1 1 1
Tecido Desvitalizado 0 0 0 0 0 0 0 0
Exsudacdo (quantidade) 0 0 0 0 0 0 1 0
Exsudacdo (aspecto) 0 0 0 0 0 0 3 0
Crosta 2 2 2 1 2 2 2 2
14 dias
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Aspectos F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca. F.Cr. F.Ca.
Edema 0 0 0 0 0 0 0 0
Coloragdo 1 1 1 1 1 1 1 1
Tecido Desvitalizado 0 0 0 0 0 0 0 0
Exsudacdo (quantidade) 0 0 0 0 0 0 0 0
Exsudagao (aspecto) 0 0 0 0 0 0 0 0
Crosta 1 1 1 0 1 0 1 0

Os indicadores qualitativos, tais como, edema, presenca e caracteristicas da
exsudacao, crostas e coloragdo das feridas, sdo de classificacdes interpretativas. Para isso,
optou-se em produzir uma classificacdo tendo como base parametros de pontuagdes,
descritos por Fernandes (2020), o que facilitou um melhor entendimento dos dados
estatisticos ao longo da evolucao cicatricial no tempo proposto. Um indicador clinico
importante para avaliacdo no processo de cicatrizagdo foi a formagao de crosta. Durante
o processo de cicatrizacao, houve um aumento na producao de crosta, em média, de todas
as feridas do 3° para o 7° dia de tratamento, porém do 7° ao 14° dia, houve um decréscimo
substancial, principalmente nas feridas tratadas pelo hidrogel fitoterapico (Grafico 4).

36



Grafico 4 — Grafico representativo da producao média de crostas das feridas experimentais G1,
G2 e G3 nos dias 3, 7 e 14 de tratamento. G1 (feridas contaminadas por cepas de S. aureus
multirresistentes e tratadas unicamente com soro fisiologico); G2 (feridas contaminadas por cepas
de S.aureus multirresistentes, tratadas com pomada de colagenase com cloranfenicol) e G3
(feridas contaminadas por cepas de S. aureus multirresistentes, tratadas com hidrogel de
mucilagem de Aloe vera e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia).
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Em relacdo a coloragdo das feridas, ndo houve mudangas significativas, mantendo-
se estavel (leve) na maioria dos grupos, tendo em sua maioria uma maior classificagdo de
feridas de coloracdo rosea e palida. Em nenhuma das classificag¢des verificou-se coloragao
enegrecida. Em relagdo a presenca de exsudagdo nas lesdes, houve um maior predominio
de feridas sem exsudagdo (n=36), e tanto no grupo G1G2 quanto no G1G3 de 14 dias,
nao havia exsudagdo em nenhum dos animais, possivelmente devido a fase final da
cicatrizagao das feridas, na fase de maturacgao.

Outro dado importante, quanto aos aspectos clinicos das feridas no presente
estudo, foi o fato de nenhum dos seis grupos experimentais possuir exsudacdo de
caracteristica purulenta. Podemos afirmar que tanto o hidrogel fitoterapico quanto a
pomada de colagenase e cloranfenicol possuiram clinicamente uma satisfatoria atividade
antimicrobiana.

Para a andlise estatistica das varidveis quantitativas (comprimento, largura e
altura) e qualitativas (clinicas e macroscoOpicas), optou-se pela técnica de redugdo de
dimensionalidade, como a Andlise de Componentes Principais (PCA). No presente
experimento, os dados foram reduzidos a uma dimensdo, representada pelo primeiro
componente principal (Dim 1). As varidveis altura, largura e comprimento, foram
fortemente associadas a Dim 1, o que significa que a Dim1 capturou, essencialmente, as
variacoes morfométricas das feridas. A formacao de crosta teve uma relagdo oposta
(negativa), o que faz sentido, pois quando acentuada, atrapalha o processo de cicatrizagdo

(Figura 8).
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Figura 8 — Aplicagdo grafica da Analise de Componentes Principais (PCA).

A figura 9, demonstra como a varidvel Dim1 auxiliou na interpretacdo estatistica
do indice de cicatrizacdo ao longo do processo de regeneragdo das lesdes. Pode-se
perceber que ndo hé diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos com
pomada comercial e gel fitoterapico.
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Figura 9 - Boxplot do indice de Cicatrizagcdo por Grupo e Duracao
4.3 Avaliacao Citologica

O Quadro 2 refere-se aos registros fotograficos feitos das citologias das feridas
G2 e G3 nos periodos de 3, 7 e 14 dias de tratamento para avaliagdo antimicrobiana da
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pomada de colagenase com cloranfenicol e do hidrogel fitoterapico, respectivamente.
Para esta avaliagdo, realizou-se a contagem de células inflamatorios como neutrofilos e
macrofagos, contagem de bactérias e de eritrdcitos.

Pode-se observar que houve a redugdo da bacteremia da ferida em todas as
amostras, a ferida tratada com o gel fitoterdpico apresentou uma reducdo mais progressiva
e consistente. Ja as feridas G2 apresentaram uma redug¢do mais intensa, abrupta e
significativa do 7° para o 14° dia. As feridas tratadas pela pomada comercial, houve uma

reducdo bacteriana de 25%, enquanto das feridas tratadas com o hidrogel uma reducao de
17%.

Quadro 2 — Registros fotograficos das citologias das feridas G2 e G3 nos dias 3, 7
e 14 de tratamento. Aumento 4x.

Dia Ferida G2 Ferida G3

14

4.4 Analise Microscopica

As Figuras 10 a 19 representam as fotomicrografias das feridas dos grupos
experimentais (G1G2 e G1G3) ao longo do periodo de tratamento proposto.
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Figura 10 - Animal 4, G1G2, 3 dias (SAP 39533-E). Pele. Area da ferida do animal eutanasiado
no 3° dia de tratamento com a pomada. Nota-se auséncia de reepitelizacdo, com ulceragdo e
formacdo de crosta e moderado a acentuado infiltrado inflamatério misto. HE. Obj. 4x.

Figura 11 - Animal 3, G1G3, 7 dias (SAP 40598-B). Pele. Area da ferida do animal eutanasiado
no 7° dia de tratamento com a pomada. Nota-se auséncia de reepitelizacdo, com ulceracdo,
formacao de crosta e moderado a acentuado infiltrado inflamatério misto e fibrose. HE. Obj. 4x

40



&

e Ve
s .";
LA

‘_‘”\@{

4

Figura 12 - Animal 3, G1G3, 7 dias (SAP 40598-B). Pele. Area da ferida do animal eutanasiado
no 7° dia de tratamento com o fitoterapico. HE. Nota-se leve a moderada neovascularizagdo e
leve a moderada fibrose. HE. Obj. 20x.

Figura 13 - Animal 3, G1G2, 7 dias (SAP 40590-B). Pele. Derme superficial com reepitelizagao
(notar regido de transi¢do entre a epiderme original, com anexos cutaneos, ¢ a ferida), focos
discretos de infiltrado inflamatério misto e moderada proliferacio de colageno e
neovascularizag@o. Tricromico de Masson. Obj. 4x
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Figura 14 - Animal 3, G1G2, 14 dias (SAP 40741-B). Pele. HE. Moderada acantose,
reepitelizagdo, hiperqueratose com moderada fibrose e neovascularizagdo. HE. Obj. 4x.

0595-B). Pele. Derme superficial com reepitelizagdo (notar
regido de transi¢ao entre a epiderme original, com anexos cutaneos), ¢ a ferida, focos discretos de infiltrado
inflamatorio misto e moderada proliferacdo de colageno e hemorragia focal moderada. HE. Obj. 4x.
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Figura 16 - Animal 3, G1G2, 14 dias, SAP 40741-B. Pele. Pele. Area da ferida do animal
eutanasiado no 14° dia de tratamento com a pomada. Leve a moderada fibrose, moderada
neovascularizacdo e moderada reepitelizagdo, além de moderada acantose. Tricromico de
Masson. Obj. 4x

2% -

Figura 17 - Animal 4, G1G3, 14 dia (S.AP 40594-A)-.. Pele. Area da ferida do animal eutanasiado
no 14° dia de tratamento com fitoterapico. Auséncia de epitélio com leve reepitelizacao, formagao
de crosta, fibrose e neovascularizagdo na derme superficial e profunda. HE. Obj. 4x
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Figura 18- Animal 4, G1G3, 14 dias (SAP 40594-A). Pele. Auséncia de epitélio com leve
reepitelizacdo, formagdo de crosta, edema e fibrose na derme superficial. Nota-se também, na
derme, areas multifocais de acentuado infiltrado inflamatério misto, além de moderada
neovascularizacdo em derme profunda. Tricromico de Masson. Obj. 4x.
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Figura 19 - Animal 2, G1G2, 14 dias (SAP 40740-B). Pele. Area da ferida do animal eutanasiado
no 14° dia de tratamento com o fitoterapico. Leve a moderada neovascularizacdo e leve a
moderada fibrose. Tricromico de Masson. Obj. 10x.

Nas tabelas 8 e 9 constam os resultados para os grupos experimentais G1G2 e
GI1G3 nos dias 3, 7 e 14 dias de tratamento, seguindo o padrao descrito por Estevao e
colaboradores (2019), o qual realiza-se uma classificagdo numérica que varia de 0 a 3
para crosta, infiltrado inflamatorio, deposi¢do de matriz extracelular, neovascularizacao
e reepitelizacao.
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Tabela 8 — Tabela ilustrativa das feridas dos grupos experimentais G1G2 com 3, 7 e 14 dias de
tratamento.

Avaliacao microscépica das feridas dos grupos G1G2

3 dias 7 dias 14 dias
Analises
Histologicas F.cranial F.caudal F.cranial F.caudal F.cranial F. caudal
(soro) (pomada) (soro) (pomada) (soro) (pomada)
25%-2, 50%-0 25%-3,
Formacio de crosta 50%-3, 25%-1, 25(;_3’ 50%-0, 50%-0, 25%-2,
¢ 50%- 1 25%-3, 250/01 ’ 50%-2 50%-1 25%-1¢
25%-0 ’ 25%-0
25%-0,
Infiltrado 50%-2, 75%-2, o o 50%-1, 25%-1,
inflamatorio  50%-3  25%-1  100%3 100%-3 500 T 550403
25%-3
25% leve;
0 >
Isli)ofl)elree:;? 25% leve a 50% leve: 25% leve;
o > moderada; o ’ o . 50%
25% 25% 25%leve  50% leve; 25% leve; moderada;
Deposi¢ao de moderada; a 50% leve ’ ’
matriz extracelular 25% moderada moderada a 75% 25%
moc(i)erada ©25% e 25% moderada moderada moderada
a moderada mo de(;a da a
a acentuada
acentuada acentuada

50%-1, 75%-1, 50%-1, 75%-1, 75%-2, 75%-2,

Neovascularizagdo 50, - 25%-122  50%-2  25%-2  25%-3  25%-3
25%-0,  25%-0
of_ o/ _ o/ _ ) )
Reepitelizagio o/l T3l 23%-1a000 1 50061, 50%-1,

0/ _ o/ _ 0/
25%-0al 25%-0 75%-2 25% 259%-2
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Tabela 9 - Tabela ilustrativa das feridas dos grupos experimentais G1G3 com 3, 7 e 14 dias de

tratamento.
Avaliacao microscopica das feridas dos grupos G1G3
3 dias 14 dias
Analises
Histologicas | F. cranial F. cranial F. caudal
(soro) (hidrogel) (soro) (hidrogel) (soro) (hidrogel)
Formacio de >0%-0, >0%-0,
o 25%-2, 25%-1,
25%-3 25%-2
L7
Infiltrado 2020182 75%-2,
inflamatério 0,02 25%-2a3
25%-2a3
50%
moderada;
25% leve; o
Deposicdo de  25% nado 1160(2/;
matriz extracelular conseguimos . v
conseguimos moderada

avaliar por

causa do
corte

25%-1,
Neovascularizagdo 25%-1a2
50%-2,

25%-1,
50%-2,
25%-3

50%-0,
Reepitelizacdo  25%-1,
25%-2a3

75%-2,
25%-1

As feridas tratadas pelo hidrogel apresentaram um melhor resultado no quesito
deposicao de colageno, pois 75% dos animais tratados no 3° dia j& apresentavam
moderada producdo de fibroblastos com formagdo de matriz que preenche o local da
lesdo. Quanto a reepitelizagdo, as feridas tratadas pelo hidrogel apresentaram um
resultado melhor do que as feridas tratadas pela pomada. No 14° dia de tratamento, as
feridas G3 apresentaram moderada reepitelizacdo em 75% dos animais e leve em 25%.
Nas feridas G2 houve discreta reepitelizacdo em 50% dos animais, e moderada em 25%,

46



além de auséncia desse processo em 1 animal, no 14° dia de tratamento.

Quanto a formagdo de crosta, as feridas G3 apresentaram também melhor
resultado quando comparado ao G2, o qual 50% dos animais ndo apresentavam crosta e
25 % apresentavam em um nivel discreto, e 25% moderado no 14° dia. As feridas G2
apresentavam acentuada formacao de crosta (25%), moderada (25%), discreta (25%), e
somente em um rato ndo se via crostas.

O grupo hidrogel foi ineficaz quando comparado ao grupo pomada comercial no
quesito infiltrado inflamatorio. Nessa analise histoldgica, 75% dos animais tratados com
o fitoterdpico no 14° dia apresentavam moderada inflamacao e, 25%, moderada a intensa.
No grupo tratado com a pomada, 25% ndo apresentou resposta inflamatéria no mesmo
dia equivalente. As células inflamatdrias predominantes na area da crosta e ulceracao
foram os neutréfilos e, na derme superficial e profunda, os macrofgos.

Nao foram observadas alteracdes histoldgicas no figado, rins e baco. Havia
acentuada congestdo hepatica em 100% dos ratos do grupo G3 e moderada vacuolizagdo
de hepatocitos. Notou-se moderada congestao esplénica e renal, mas esse achado também
foi perceptivel nos grupos G1 e G2.

5. DISCUSSAO

Em todas as feridas tratadas foi possivel observar a evolugdo do processo de
cicatrizag¢do durante o periodo proposto nos 3°, 7° e 14° dias de tratamento. Esses registros
fotograficos foram organizados de forma cronologica. Essa organizacdo auxiliou no
entendimento do processo evolutivo cicatricial macroscopico e facilitou a classificagdo
das feridas quanto aos parametros morfoldgicos propostos no experimento. Merceés et al
(2017) e Lira et al. (2020) também realizaram registros fotograficos da cicatrizagdo das
feridas em seus respectivos experimentos. Os autores descreveram também essa
metodologia auxiliou a percepcao da cicatrizagdo das feridas e sua classificagdo.

A anélise estatistica descritiva das lesdes mostrou que, ao longo do tempo, houve
redugdo significativa nas dimensdes das feridas (altura, largura e comprimento) em todos
os grupos (Grafico 1, Grafico 2, Grafico 3), indicando uma cicatrizacdo progressiva.
Tanto as feridas tratadas com a pomada de colagenase com cloranfenicol, quanto as
feridas tratadas com hidrogel de extrato de Aloe vera e Melaleuca alternifolia
apresentaram resultados consistentes, com o gel, demonstrado pelos menores valores
iniciais e finais nas dimensoes das feridas, o que sugere eficacia na cicatrizagdo. Mesmo
as feridas G2 apresentaram os maiores valores iniciais de largura e comprimento, €
também mostraram reducao significativa ao longo do tempo.

As varidveis de caracteristicas quantitativas (comprimento, largura e altura) e
caracteristicas qualitativas (clinicas e macroscopicas) auxiliam no processo interpretativo
da cicatrizacao de uma ferida, pois reflete nas dimensdes fisicas e nas particularidades
morfologicas da lesdo. No entanto, a analise de multiplas varidveis simultaneamente pode
apresentar desafios, especialmente quando ha correlacdes entre elas ou quando a
dimensionalidade dos dados ¢ elevada. Para uma facilitar a interpretagdo estatistica,
utiliza-se técnicas de reducdo de dimensionalidade, como a Analise de Componentes
Principais. A PCA permite transformar as variaveis originais em um conjunto menor de
componentes principais, que capturam a maior parte da variabilidade dos dados,
facilitando a interpretacdo e visualizacdo dos resultados sem perder informagdes
significativas (JOLLIFFE & CADIMA, 2016).

A escolha das variaveis quantitativas e qualitativas de interesse neste estudo foram
comprimento, altura, largura e presenca de crosta, devido & sua relevancia clinica e
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capacidade de descrever diferentes aspectos da cicatrizagdo relacionados ao processo
inflamatoério e a formagao de tecido cicatricial e nas dimensdes das feridas. A redugdo da
dimensionalidade dessas varidveis se fez necessaria por dois motivos principais: o
primeiro, com o intuito de simplificar a andlise, evitando a redundéancia causada por
correlagdes entre varidveis. E segundo, para facilitar a visualizagdo e interpretacdo dos
dados, especialmente em andlises multivariadas. Além disso, a reducdo de
dimensionalidade melhorou o desempenho dos modelos estatisticos, reduziu o risco de
sobre ajuste e aumentou a generalizagdo dos resultados. Essa reducdo da
dimensionalidade foi representada por Dim 1. Como revelou a figura 8, a Dim 1 mostrou
que as variaveis altura, comprimento e largura favorecem o processo cicatricial. Ja a
variavel de presenca de crosta segue um sentido antagonico.

Quanto ao indice de cicatrizagdo, representado pela figura 9, o qual revelou
estatisticamente a evolucdo do processo cicatricial das feridas G1, G2 e G3 ao longo do
periodo avaliativo. Pode-se perceber que ndo houve diferenca estatistica do processo de
cicatrizacdo nas feridas tratadas com a pomada comercial e do gel fitoterapico

Lira e colaboradores (2020) realizaram um estudo experimental comparativo com
feridas cirargicas em ratos tratando-as com solugdo salina estéril 0,9% (grupo controle
negativo), pomada a base de sulfato de neomicina e bacitracina zincica (grupo controle
positivo) e trés grupos experimentais com extrato de Aloe vera nas concentragdes de 20%,
50% e 100%. Os autores descrevem que houve uma cicatrizagdo mais acelerada dos
grupos Aloe vera na concentracao de 50% e 100% dos demais grupos experimentais.
Neste trabalho houve uma cicatrizacao discretamente mais rapida nas feridas tratadas com
o hidrogel fitoterapico, o qual foi observada uma diminui¢ao do halo da ferida de forma
mais significativa a partir do 7° dia. Mercés et al. (2017) observaram que também houve
maior diminui¢do das feridas tratadas por Aloe vera, e esse fato ocorreu mais rapidamente
a partir do 7° dia e, no 14° dia, os ratos do grupo Aloe vera estavam quase totalmente
cicatrizados, enquanto os dos grupos das feridas tratadas por soro fisioldgico e
Regederm® (gel creme a base de fragdes proteicas bioativas extraidas do latex da
seringueira Hevea brasiliensis) apresentavam estagio parcial.

Em 75% dos animais tratados no 3° dia com o fitoterdpico, observou-se moderada
deposicao de colageno na area da ferida evidenciada pelo Tricromico de Masson. As
fibras coladgenas produzidas pelos fibroblastos formam uma matriz e essas fibras vao
preencher o local da lesdao (SORG et al., 2016). A atividade cicatrizante com o uso da
Aloe vera ¢é evidenciada, principalmente, na fase proliferativa devido aos componentes
presentes na mucilagem que sdo capazes de estimular a produc¢do de fibroblastos
(JUNIOR et al., 2020).

Um dado importante que vale ressaltar, foi o processo de cicatrizagdo satisfatorio
ocorrido nas feridas tratadas unicamente com soro fisiologico 0,9%, o que comprova que
a regeneracao tecidual pode ocorrer sem a necessidade de agentes cicatrizantes.

Na avaliagdo clinica das feridas ndo havia exsudacao de aspecto purulento, o que
demonstra que tanto a pomada comercial testada quanto o fitoterapico induziram
resultados satisfatorios quanto a acdo antimicrobiana. Entretanto, nas avaliagdes
citologicas e histologicas das feridas pode-se avaliar com mais assertividade a presenca
de microorganismos ainda nas lesdes com 14 dias de tratamento. Nessas avaliagdes
microscopicas houve uma frequéncia maior nas feridas G2 do que G3, com diminuic¢ao
da carga microbiana em 25% e 17% respectivamente. Alves et al. (2011) também nao
observaram, a avaliagdo macroscopica, exsudato purulento nas feridas experimentais
tratadas com extrato de Musa sapientum (banana prata verde) e Aloe vera. Nas feridas
tratadas com pomada colagenase houve supura¢dao no 3° dia em 30% dos ratos e, apos
este tempo, esteve ausente. No grupo controle houve supuragdo no 3° dia em 40% dos
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ratos.

Fonder et al. (2008) e Franco e Gongalves (2007) descrevem que os curativos que
mantém na ferida um meio mais Umido favorecem a cicatrizagdo por acelerar a
angiogénese, estimular a reepitelizacdo e formagao do tecido de granulacdo e facilitar a
remog¢ao de tecido necrético e fibrina. Porém, os curativos umidos podem produzir
exsudatos de diferentes tipos, inclusive supurativos. No presente estudo, ndo se observou
esse tipo de exsudato nas feridas tratadas pelo hidrogel fitoterapico e nas feridas tratadas
pela pomada.

A formacao de crosta ¢ um aspecto importante no processo de cicatrizagdo de uma
ferida aberta e, conforme demonstrado na avaliac¢do estatistica, a producao desta ¢ um
dificultador na variavel morfométrica das feridas. Observou-se que houve maior producao
de crosta entre o 3° e 7° dia, sendo realizado debridamento mecanico para nao
comprometer o processo cicatricial. Ainda assim, foi possivel observar clinicamente
crosta em trés animais do grupo G1G2 aos 14 dias e em um rato do grupo G1G3 aos 14
dias. Na andlise microscopica, 50% dos ratos tratados com o fitoterapico ndo exibiam
crostas no 14° dia de tratamento, o que demonstra melhores resultados que a pomada
colagenase, com a qual 25% dos animais tratados no mesmo dia ainda apresentavam
moderada e acentuada formagdo de crosta e somente 25% nao apresentaram. Acredita-se
que as feridas G3 produziram maior umidade nas lesdes, o que favorece uma menor
formagao de crosta em comparagdo aos demais grupos experimentais. Entretanto,
Monaco e Lawrence (2003) descreveram que a crosta forma uma barreira mecanica sobre
a ferida, e protege contra a perda de eletrdlitos e fluidos, e contra a contaminagao de
agentes nocivos, o que pode ter favorecido a menor concentracdo de microorganismos
nas feridas tratadas com pomada a base de cloranfenicol e colagenase

Mercés et al. (2017) descreveram que houve uma maior producdo de crosta nas
feridas dos grupos experimentais no 7° dia, e também foi necessario realizar a técnica de
cover para a remocao, com objetivo de ndo retardar a evolugdo cicatricial. Apos esta
técnica, os autores observaram a produgao de crostas apenas nos grupos tratados com soro
fisiologico e ndo mais nos grupos Aloe vera e gel creme a base de fracdes proteicas
bioativas extraidas do latex da seringueira Hevea brasiliensis. Oliveira e Bosquetti (2018)
realizaram estudo experimental para avaliacdo da influéncia do o6leo essencial de
Melaleuca alternifolia na cicatrizagdo de feridas cutineas. Os autores ndo observaram
diferencas significativas na produgdo de crosta nas feridas tratadas com o fitoterapico
com os do grupo controle (solucdo salina estéril).

Para as andlises histoldgicas foram avaliadas, nas feridas tratadas G1, G2 e G3, a
formagao crostosa, infiltrado de processo inflamatorio, deposi¢do de matriz extracelular,
neovascularizagdo e reepitelizacdo. Quanto a neovascularizagdo, 75% tiveram leve
neovascularizagdo no 3° dia de tratamento nas feridas tratadas pelo hidrogel e pela
pomada. Porém, as feridas G3 com 14 dias de tratamento apresentavam 25% com leve
neovasculariza¢ao, 50% moderada e 25% intensa. E as feridas G2 com 75% com
moderada e 25% com acentuada neovascularizacao. Sendo assim, pode-se afirmar que as
feridas tratadas pelo hidrogel fitoterdpico apresentaram melhor neovascularizagdo. A
angiogénese ¢ fundamental para o suprimento de oxigénio e nutrientes, com uma maior
producdo de vasos na lesdo e também mais células endoteliais que migram para a area da
ferida e assim, um processo cicatricial mais acelerado (MANDELBAUM et al., 2003;
KARPPINEN et al., 2019). O melhor resultado no quesito de neovascularizagdo nas
feridas tratadas pelo composto fitoterdpico refletiu também no melhor aspecto da
coloragdo, pois 100% das feridas tratadas com o fitoterdpico estavam rdseas no 3°, 7° e
12° dia de tratamento. A coloracdo reflete o balango entre tecidos novos e tecidos
neovascularizados. A coloracdo vermelha ¢ caracteristica de tecidos em cicatrizacao,
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diferente de feridas amareladas e enegrecidas que possuem tecido desvitalizado, infec¢ao,
deposicao de matriz extracelular, neovascularizagdo e reepitelizagao.

Outro parametro histologico que obteve um resultado mais eficiente para as
feridas tratadas com o hidrogel a base de Aloe vera e Melaleuca alternifolia, foi o quesito
da reepitelizagdo. No 14° dia de tratamento, os animais tratados com o fitoterapico
apresentavam 75% com moderada reepitelizagdo e 25% leve. Nos tratados com a pomada
25% nao apresentou reepitelizacdo, 50% apresentaram de forma leve e 25% de forma
moderada. Como descrito anteriormente, com uma melhor neovascularizagao nas feridas
tratadas pelo hidrogel, mais queratindcitos migraram para a ferida e promoveram uma
melhor regeneragdo epitelial mais consistente.

As feridas G2 tiveram melhor resultado em relagao as feridas G3 no quesito reagao
inflamatéria. No 14° dia de tratamento, 75% dos animais tratados com o fitoterapico
manifestaram moderada quantidade de células inflamatérias e, 25%, moderada a
acentuada. Nas feridas G2, um rato nao possuia inflamag¢ao na ferida, um teve discreta e
os demais, moderada a acentuada. Assim como no presente estudo, o qual a pomada
comercial foi a que apresentou melhor efetividade quanto a menor presenga de infiltrado
inflamatoério, Lira et al. (2020) descrevem que feridas tratadas com pomada a base de
sulfato de neomicina e bacitracina tiveram menor infiltracdo inflamatoria, e o grupo que
mais se assemelhou foi o das feridas tratada com Aloe vera na concentragao de 100%.

Na area da crosta observaram-se, sobretudo, neutréfilos integros e degenerados.
Na derme superficial e profunda predominou infiltrado mononuclear, principalmente de
macrofagos. O macrofago serd responsavel pelo término do debridamento, iniciado pelo
neutrdfilo, auxiliando na angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz extracelular.

Observou-se congestdao hepatica acentuada em 100% do grupo G3 e moderada
vacuolizacdo de hepatdcitos além de moderada congestdo no bago e nos rins, mas esse
achado também foi perceptivel nos grupos G1 e G2, e provavelmente ocorreu devido a
eutanasia. O uso de plantas medicinais apresenta-se interessante, contudo, também pode
induzir efeitos adversos com o seu uso indiscriminado (FREITAS et al., 2014; SILVA et
al., 2019) e embora haja muitos trabalhos cientificos desenvolvidos nos ultimos anos
acerca desse tema, ha necessidade de mais trabalhos e produgdes cientificas direcionadas
para sua aplicabilidade clinica.

6. CONCLUSOES

O uso do hidrogel a base de 6leo essencial de Melaleuca alternifolia e mucilagem
de Aloe vera demonstrou resultados satisfatorios na cicatrizacao de feridas contaminadas
por S. aureus multirresistentes. Houve uma melhora cicatricial em todas as feridas,
principalmente nas feridas tratadas pela pomada comercial e pelo gel fitoterapico (p<
0,05). E nao houve diferenca estatistica do processo de cicatrizagdo nas feridas tratadas
com a pomada comercial e do gel fitoterapico.

Os parametros quanto a producao de crosta, deposi¢do de colageno,
neovascularizagdo e reepiteliza¢do da ferida se mostraram discretamente superior com a
pomada comercial a base de colagenase e cloranfenicol, porém, nos quesitos reagao
inflamatoéria e diminuigdo da carga microbiana se mostrou inferior.

Apesar da pouca acdo bactericida, o hidrogel fitoterapico apresentou boa eficacia
no processo de cicatrizagdo das feridas. O uso de plantas medicinais com potencial
cicatricial e antimicrobiano, como as utilizadas neste estudo, pode ser uma boa alternativa
para substituicdo de farmacos alopaticos.
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