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RESUMO

LesBes de pele causam a dissolucéo da barreira protetora do corpo e véarios fatores agressores
como diabetes, contaminagdo, neuropatias e patologias vasculares podem causar dificuldade
no fechamento espontaneo das feridas. Devido essas dificuldades o manejo correto da ferida e
imprescindivel para que possamos acelerar a cicatrizacdo e evitar a cronicidade. Novos
estudos sdo desenvolvidos com ativos fitoterdpicos para controle de biofilme e aceleracéo do
fechamento. A combinacao dos ativos da Propolis, Andrographolide e Baicalin foram testadas
separadas e se mostraram eficientes no controle bacteriano e cicatrizagdo associados a
citotoxicidade baixa. No presente estudo hidrogéis formulados com os ativos foram
comparados com controles positivos comerciais e negativos de solucdo salina. O modelo
excisional de cicatrizagdo em suinos foi utilizado devido a similaridade fisiologica da pele
com humanos. Dois suinos machos castrados e desverminados com 40 quilos foram utilizados
para a realizacdo das feridas excisionais de 20mm de didmetro no dorso. Os curativos e
avaliacdo das feridas foram realizados diariamente. As feridas foram fotografadas com
gabarito a cada sete dias e amostras histologicas foram coletadas no E1 nos dias D14 e D28 e
no E2 no D21. As feridas tratadas com hidrogéis fecharam de forma eficaz e na analise
histologica apresentou melhor depdsito de colageno e epitelizacdo que as demais, porém

novos estudos devem ser conduzidos para confirmar sua eficacia.

PALAVRAS-CHAVE: Feridas, Modelo suino, Feridas crénicas, Cicatrizacdo



ABSTRACT

Skin injuries cause dissolution of the body's protective barrier and several aggressive factors
such as diabetes, contamination, neuropathies and vascular pathologies can cause difficulties
in the spontaneous closure of wounds. Due to these difficulties, the correct management of the
wound is essential so that we can accelerate healing and avoid chronicity. New studies are
developed with phytotherapeutic actives for biofilm control and closure acceleration. The
combination of Propolis, Andrographolide and Baicalin actives were tested separately and
proved efficient in bacterial control and healing associated with low cytotoxicity. In the
present study, hydrogels formulated with the actives were compared with commercial positive
and saline negative controls. The excisional model of healing in pigs was used due to the
physiological similarity of the skin with humans. Two castrated and dewormed male pigs
weighing 40 kg were used to make excisional wounds measuring 20 mm in diameter on the
back. Dressings and assessment of wounds were performed daily. Wounds were photographed
with a template every seven days and histological samples were collected on E1 on D14 and
D28 and on E2 on D21. The wounds treated with hydrogels closed effectively and in the
histological analysis showed better collagen deposition and epithelialization than the others,

but further studies must be conducted to confirm their effectiveness.

KEYWORDS: Wounds, Porcine model, Chronic wounds, Healing.
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1 INTRODUCAO

Na espécie humana, cicatrizacdo por segunda intencdo de feridas leva a formacao de
uma cicatriz que é formada por tecido fibrético. Camundongos e coelhos sdo animais que em
experimentos de laboratorio demonstram regeneracdo aprimorada mesmo quando existe uma
lesdo de 60% do dorso desses animais, regenerando até mesmo o foliculo piloso, porém esses
animais possuem uma caracteristica denominada de pele solta, ou seja, ndo possuem muita
conexdo entre as estruturas da derme com a estruturas subdémicas (WANG et al., 2004; LI et
al., 2020).No entanto, existem espécies que possuem fortes conexdes entre essas estruturas,
como nos humanos, por isso é importante que em pesquisas utilizem animais com estruturas
semelhantes, pois a capacidade regenerativa da pele é limitada (LI et al., 2020). H& vérios
anos 0s suinos tornaram-se relevantes para pesquisa biomédica principalmente por suas
inimeras semelhancas fisioldgicas com os seres humanos. A pele suina quando comparada
com a de roedores, tém mais aspectos semelhantes em questdes fisioldgicas e anatdmicas, 0
que é questionando de porque 0s porcos sdo considerados modelos mais relevantes quando o
estudo é sobre cicatrizacao de feridas em humanos (T.P. et al., 2001; SEATON; HOCKING;
GIBRAN, 2015). Além da espécie animal ser fisiologicamente relevante para os estudos, é
necessario também que as feridas sejam representadas com precisdo a condicdo clinica
humana (BARELLI et al., 2018).

O processo de cicatrizacdo de feridas € um evento complexo que envolve uma série de
eventos celulares e bioquimicos, incluindo a coagulacdo e hemostasia, inflamacéo,
regeneracdo, migracdo e proliferacdo de células do parénquima e do tecido conjuntivo, sintese
de proteinas da matriz extracelular, epitelizacdo e remodelacdo do tecido conjuntivo que atua
na contracdo da ferida e na deposicdo de tecido fibro-elastico formando a cicatriz (ORYAN;
ALEMZADEH; MOSHIRI, 2018).

Como uma nova via de tratamento, os fitoterapéuticos sao utilizados como substitutos
por ndo apresentarem efeitos adversos. (ASTRADA et al., 2019). A propolis verde e um
eficaz antimicrobiano que reduz o crescimento de bactérias patogénicas e previne doengas por
ter atividades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias e antitumorais (ROCHA et
al., 2022). O Andrographolide é produzido pela planta Andrographis paniculata e possui
atividades anti-inflamatorias e anti-agregacédo plaquetaria e potenciais propriedades inibitorias
de crescimento de biofilme bacteriano (GRACA et al., 2020; ZHANG et al., 2020). O

Baicalin, um fito composto ativo extraido da planta medicinal Scutellaria baicalensis, é
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conhecido por inibir a formagéo de biofilmes de Pseudomonas aeruginosa e potencializa 0s
efeitos de varios antibioticos convencionais (MAO et al., 2021).
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2 OBJETIVO GERAL

Com base na pesquisa realizada a equipe de pds-graduacdo em saude animal
desenvolveu um experimento de modelo excisional em pele de suinos para testar hidrogéis
formulados com base no andrographolide, baicalin e prépolis (controle de hidrogel)
comparadas com tratamentos comerciais (Medhoney®, Plurogel® e Amerigel como controles
positivos) e solugdo salina (soro fisioldgico 0,9% para controle negativo). Sendo utilizado
analise histoldgica, para compara a eficacia dos tratamentos quanto a formacéo da cicatriz e o

indice de retracdo de ferida.
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3 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Através de fotos seriadas fazer a avaliacdo das feridas utilizando um programa que
comparando o gabarito consegue realizar a mensuracdo da area lesionada e assim descobrir
qual tratamento obteve cicatrizacdo mais rapida.

De forma visual avaliar a evolucao das feridas quanto fechamento, producdo de debris,
secrec¢do, inflamagé&o, coloragéo, dor e rubor.

Realizar o exame histologico das amostras coletadas de forma seriada para avaliar
inflamacao, epitelizacdo, morfologia, e deposicao de colageno.

Avaliar os dados coletados e correlacionar com o melhor resultado.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 ANATOMOFISIOLOGIA

4.1.1 Tecido tegumentar (pele)

A pele € um 6rgdo complexo que recobre todo o corpo e possui propriedades fisico-
quimicas que funcionam como barreira de defesa do corpo contra agentes externos. Devido
ser o maior 6rgdo do corpo, ela pode pesar até 15% do peso do individuo e separa 0 meio
interno do meio externo, fazendo uma barreira seletiva, impermeéavel, protetora, e
controladora de entrada e saida de eletrdlitos. Como primeira linha de contato com o exterior
temos o tecido de revestimento, que faz o processo de defesa imunoldgica contra agentes
patoldgicos. Devido a capacidade de filtrar os raios ultravioletas ela consegue amenizar 0s
danos causados pela fotossensibilizacdo, queimaduras, envelhecimento e fotocarcinogénese.
(DURSUN, 2012; BOER et al., 2016; LEUNG et al., 2016).

A estrutura é dividida em epiderme, derme e camada subcutanea possuindo vérias
estruturas (Figura 1). O extrato corneo é a camada mais superficial da pele e pode variar de
espessura de acordo com a regido do corpo. A termorregulacdo corporal é feita pela
vascularizacdo e glandulas sudoriparas. A sensibilidade ao calor, frio, dor, tato é feita por
células nervosas especificas. A derme e a epiderme sdo as duas camadas mais superficiais e
abaixo delas se encontra o subcutaneo (hipoderme) onde se localiza a camada de gordura que
age como reserva energeética, protecdo e controle de temperatura (BOER et al., 2016;
SHPICHKA et al., 2019).
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Figura 1 — Estruturas e camadas que compdem a pele.
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Fonte: www.colegioweb.com.br/biologia/tecido-epitelial

4.1.2 Epiderme

Constitui a camada exterior da pele e possui tecido epitelial queratinizado estratificado
pavimentoso queratinizado de espessura entre 0,05mm a 1,5 mm. Os queratindcitos formam
95% da sua constituicdo e os melandcitos, células de Merkel e células de Langherans
contribuem com o0s outros 5%. As células de Langerhans atuam fundamentalmente em
reacOes imunes e as células de merkel ndo possuem funcdo totalmente esclarecida. N&o possui
vasos sanguineos e sua nutricdo ocorre por difusdo da juncdo epiderme/derme. A sua
espessura é bastante variavel de acordo com a area, sendo que as com pélos sdo mais finas e
as sem pelos sdo mais grossas, como palmas e solas (LANIGAN; ZAIDI, 2010; BOER et al.,
2016; SHPICHKA et al., 2019).

A epiderme é constituida por cinco camadas e a camada basal é a mais importante por
ser constituida por células cuboides, fazendo o limite entre a epiderme e a derme
(CATARINA, 2018). A camada basal também é conhecida como camada germinativa e nela
sdo encontradas a maior parte das células tronco da epiderme e acima dela se encontram as

camadas espinhosa, granulosa, lucida e a cérnea. A lamina basal liga a epiderme e a derme
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através dos elementos de matriz celular como a laminina e colageno tipo IV (BOER et al.,
2016; CATARINA, 2018).

4.1.3 Derme

E a camada mais flexivel e elastica sendo constituida por fibras protéicas, terminacoes
nervosas, 6rgdos sensoriais, glandulas, musculos eretores de pelo e pela alta vascularizagéo, é
responsavel pela nutricdo e termorregulacdo da pele. A espessura pode ser varidvel, mas na
regido dorsal é maior que na ventral podendo variar de I1mm a 4 mm. (BRINGEL, 2011,
SUMMERFIELD; MEURENS; RICKLIN, 2015b; PICOLOTTO et al., 2019; JUNCOS
BOMBIN; DUNNE; MCCARTHY, 2020). As células residentes (fibroblastos, macrofagos,
mastdcitos, plasmocitos e células adiposas) sdo formadas no tecido e nele permanecem,
porém os leucdcitos (neutrofilos, eosinofilos, linfocitos e basofilos) atravessam os capilares e
vénulas por diapedese. A derme possui duas camadas distintas sendo que a derme papilar e
delgada é constituida por tecido conjuntivo frouxo e a camada reticular é composta por tecido
conjuntivo denso ndo modelado (BRINGEL, 2011).

4.1.4 Hipoderme

A hipoderme também é chamada de subcutdneo e composta principalmente por tecido
adiposo e tecido conjuntivo frouxo e ndo faz parte da pele. Tem como origem a mesoderme e
separa a derme da fascia muscular. Tem como funcéo principal a reserva de energia, protecao
mecanica, termorregulacdo e fixacdo de estruturas (OLIVEIRA; DIAS, 2012; CATARINA,
2018; SHPICHKA et al., 2019).
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5 FERIDA

Por definicdo, ferida é a dissolucéo de continuidade da barreira protetora (pele) e pode
ser causada por lesdo fisica, quimica ou térmica (O’CALLAGHAN et al., 2020). De acordo
com a sua gravidade e tempo de fechamento, as feridas podem ser classificadas como agudas
ou cronicas. Feridas agudas conseguem no prazo de oito a doze semanas passar por todas as
fases de cicatrizagdo, porém as cronicas sao de dificil resolucdo, pois permanecem na fase
inflamatdria sendo incapazes de fazer a transicdo para as fases subsequentes podendo se
estender por meses ou anos. Feridas cronicas ndo conseguem transpor a fase inflamatoria
devido a fatores agressores e destrutivos como falta de vascularizacdo, infecgdo, doengas
cronicas (diabetes), imunossupresséo e tratamento inadequado da ferida (OLIVEIRA; DIAS,
2012; DAI; SHIH; KHACHEMOUNE, 2020; O’CALLAGHAN et al., 2020).

A Diabetes Mellitus ocorre em decorréncia de alteracdes metabolicas que causam
elevacédo da glicemia prejudicando a atuacgdo/ produgdo de insulina. As feridas cronicas na
Diabetes Mellitus sdo causadas pela Neuropatia Periférica (NP) e pela Doenca Arterial
Periférica (DAP). No organismo a hiperglicemia de forma continua e por varios anos provoca
a perda progressiva de sensibilidade somatosensorial dos nervos periféricos devido a
disfungéo nas bainhas de mielina que prejudica a comunicacao entre os neurénios (VIEIRA,
ARAUJO, 2018; ACCESS, 2022; RODR; HECHAVARRIA; HERN, 2022). A Doenca
Arterial Periférica advém da formacédo de placas de arterosclerose e disfuncdo endotelial que
por sua vez causa estreitamento, estenoses e obstrucdo da luz arterial levando a hipdxia do
tecido periférico (FERREIRA; BARROSO; DUARTE, 2010; FEDERAL; PAULISTA,
2022).
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6 PROCESSO DE REPARO TECIDUAL

A capacidade autorregenerativa de feridas visa substituir os componentes teciduais
perdidos e de forma rapida impedir a invasdo de patdgenos através da recomposi¢do funcional
do tecido lesionado. Apos ocorrer a lesdo trés fases distintas sdo desencadeadas sendo que
elas ocorrem de forma sobreposta, continua e temporal e resultam de eventos tissulares e
celulares. As fases da cicatrizagdo sdo: fase inflamatoria, fase proliferativa e fase de deposi¢éo
de matriz celular e remodelacdo (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

6.1 FASE INFLAMATORIA

Logo ap0s a lesdo das células endoteliais do organismo, ocorre uma série de processos
para que haja a reparagdo tecidual. Essa fase € conhecida como inflamatéria e apresenta o0s
sinais clinicos de dor, rubor, calor, edema e perda de funcdo. Esses estagios da cicatrizacdo
compreendem o periodo de um a trés dias (CATARINA, 2018; NURHASTUTI, 2019).

Na lesdo ocorre o cisalhamento do tecido epitelial e junto ocorre a ruptura de vasos e
para que nao ocorra perda excessiva de sangue, o primeiro mecanismo fisiologico para cessar
0 extravasamento é a hemostasia desses vasos. O tamponamento se da pela liberacdo de
tromboxano A2 e prostaglandinas que fazem vasoconstricdo e concomitantemente a ativacéo
de fatores plaquetéarios que formam trombos nos vasos. Ap6s o controle da hemorragia 0s
constituintes circulatérios fornecem matriz preliminar para a migracdo de células de
reparacdo. Apos a hemostasia os fatores inflamatérios causam vasodilatacdo na ferida
promovendo o aumento da permeabilidade celular e com isso acontece a migracdo de
neutréfilos, macrofagos e polimorfonucleares (BOBBO MORESKI; GIACOMINI BUENO;
VIEIRA DE SOUZA LEITE-MELLO, 2018; NURHASTUTI, 2019; LALOZE; FIEVET;
DESMOULIERE, 2021).

6.2 FASE PROLIFERATIVA

Essa fase é formada por quatro etapas fundamentais: reepitelizacdo, angiogénese,
formacgéo de tecido de granulacdo e deposicdo de colageno e compreendem o periodo de
quatro a vinte e um dias. Nesse periodo havera o aumento da producéo de colageno e a matriz

extracelular é trocada por tecido conjuntivo mais resistente e elastico. Na epitelizacdo caso
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ndo ocorra lesdo na ldmina basal as células epiteliais se deslocam para a superficie da ferida
com o intuito de fecha-la. Porém. se houver dano na membrana basal, as células responsaveis
pela epitelizacdo serdo produzidas na borda da ferida por proliferacdo (CHOUHAN;
MANDAL, 2020).

Na angiogénese, duas citocinas estdo correlacionadas sendo uma o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e outra pelo fator de necrose tumoral alfa (TNFa).
Devido a hipoxia tecidual e a diminuicdo do Ph os tromboxanos e prostaglandinas interagem
com os macrdfagos e produzem duas citocinas, o fator de crescimento vascular endotelial e o
fator de necrose tumoral alfa, que servem como marcadores quimiotaticos e potente mitdgeno
das células endoteliais que migram para formar novos vasos (CHOUHAN; MANDAL, 2020;
DAI; SHIH; KHACHEMOUNE, 2020).

O tecido de granulacdo tem esse nome devido a sua forma granulada e avermelhada e
para sua formacdo os fibroblastos secretam fibronectina formando uma matriz frouxa que
sustenta os componentes (Fibroblastos, macréfagos, coldgeno e novos vasos). Cada
componente tem uma funcdo especifica sendo que os macréfagos retiram fragmentos de
necrose, 0s neovasos fazem aporte sanguineo e nutricdo do tecido mesenquimal e 0s
fibroblastos depositam coladgeno para reparacdo. Gradativamente as fibras coladgenas séo
depositadas e se tornam substrato para migracao de células epiteliais.

A contragédo da ferida acontece para que as bordas se aproximem e haja a reparagao
tecidual mais rdpida e através do fator de crescimento transformante beta (TGFP) os que
estimulam os fibroblastos a produzir coladgeno de tipo | e modifica-los em miofibroblastos,
sendo estes responsaveis pela tragdo das bordas. Apos essa etapa 0s macrdfagos diminuem a
sua quantidade dando espaco para 0s queratindcitos que sdo células hiperproliferativas e
migratérias (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; DAI; SHIH;
KHACHEMOUNE, 2020).

6.3 FASE DE REMODELACAO

A remodelacdo é a fase final do processo de reparagdo tecidual, mas é considerada a
mais extensa, pois pode durar por meses ou anos. Nesse estagio acontece a remodelacdo do
coldgeno que alterna a producdo com a lise orientando as fibras na direcdo e natureza das
tensGes para dar mais resisténcia mecanica a cicatrizagcdo. Finalmente hd a involucdo dos

vasos neoformados por apoptose, esse processo € conhecido como regressao endotelial.
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Anexos de pele como glandulas, foliculos pilosos ndo se regeneram totalmente e a cicatriz
tem um aspecto péalido devido a deficiéncia de melandcitos (LALOZE; FIEVET;
DESMOULIERE, 2021; LI et al., 2021).

7. PRINCIPIOS ATIVOS PRESENTE NA FORMULACAO

7.1. PROPOLIS

O propolis é um sub produto feito pela abelha, que e composto por um complexo de
substancias vegetais resinosas colhidas de brotos, flores, folhas, cascas e plantas que séo
misturadas com secrecOes salivares, cera e pélen. A prépolis e utilizado para a higiene do
interior da colmeia e isolamento do meio externo. Em sua composicao geral é encontrada 50%
de resinas e béalsamo vegetal, 30% de ceras, 10% de 6leos essenciais, aromaticos e 5% de
outras substancias (MACHADO et al., 2016; ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2018).

Historicamente, a prépolis vem sendo usada por egipcios, persas e romanos em feridas
através da formulacdo de pomadas curativas (ASTRADA et al., 2019). Nos ultimos cinquenta
anos, pesquisadores provaram que existem substancias ativas na sua composicdo que atuam
ativamente na regeneracdo de tecidos (KWIECINSKA-PIROG et al., 2020). A prépolis e um
produto natural e ndo-toxico que e produzida pelas abelhas sendo utilizada para selar e
proteger a colmeia conta bactérias e fungos. E constituida geralmente por 50% de tripertenos,
30% de cera, 10% de Gleos essenciais, 5% de pdlen e 5% de outras substancias, porém sua
composigdo pode ser alterada de acordo com a flora, regido, tempo de coleta, altitude e
disponibilidade de alimentos (ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2018; KWIECINSKA-
PIROG et al., 2020; STOJKO et al., 2020).

Com mais de 200 substancias a prépolis possui isofalvonéides como pinocembrina,
crisina e pinobanksina que sdo conhecidos por suas atividades antioxidantes, antivirais e
antibactericidas (BATISTA et al., 2012). A propolis dificulta a invasdo de bactérias, pois elas
ndo conseguem aderir aos queratindcitos atrapalhando a formacdo do biofilme bacteriano,
sendo importante pois o mesmo dificulta a cicatrizagdo (ORYAN; ALEMZADEH,;
MOSHIRI, 2018; ETRA et al., 2019; MUJICA et al., 2019). S&o encontrados basicamente
trés tipos de propolis sendo o verde, marrom e vermelho que se diferem basicamente na
proporcdo de compostos fendlicos. A prépolis verde brasileira e sintetizada por abelhas
criadas proximas a campos de alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia) e possui em sua

composicao ativos com efeitos antimicrobianos e antitumorais (PRZYBYLEK; KARPINSKI,
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2019). Foi comprovada a sua capacidade imunomoduladora devido o aumento da glutationa
(GSH), recrutamento de leucdcitos, fatores de necrose tumoral (TNFa e TNFp) e interleucina
(IL) em amostras da lesdo. Porém ndo foi encontrada essas alteracdes no soro sanguineo
demostrando que 0 uso tdpico e benéfico sem causar alteracBes sistémicas. Os
glicosaminoglicanos sdo polissacarideos aniénicos necessarios para a formacdo do tecido de
granulacdo e a propolis estimula a sintese e liberagcdo fazendo com que acelere a reparacdo do
tecido e fechamento da ferida. No exame histopatoldgico com feridas tratadas foi encontrado
maior formacéo e deposicdo de colageno e diferenca de até 25% a mais de tecido conjuntivo
comparado com o grupo controle (ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2018; ETRA et al.,
2019; MUJICA et al., 2019; PICOLOTTO et al., 2019).

7.2. BAICALIN

O composto baicalin e um monémero favonoide proveniente da planta Scutellaria
baicalensis e seu extrato (baicalina) possui atividades farmacoldgicas como efeito
antitumoral, antinflamatorio, antioxidantes, bacteriostatico e antifibrético. Devido essa
capacidade antibidtica ele inibe a formacdo de biofilme e potencializa os efeitos de outros
antibidticos. Como fator antitumoral ele causa apoptose me células cancerigenas (WANG et
al., 2015; GAO et al., 2017; CAl et al., 2021).

Devido sua alta biocompatibilidade o baicalin consegue atenuar os efeitos toxicos do
peroxido de hidrogénio nas feridas auxiliando o fechamento. Na fase inflamatdria age por
duas vias isolando e protegendo a ferida contra os patdgenos e inibindo os niveis de 6xido
nitrico e TNFa. O extrato de baicalin encontra dificuldade de absor¢do devido a sua baixa
solubilidade entdo para utilizarmos melhor o composto de ser incorporado a um polifenol
nano carreador como o hidrogel. Andlises histopatoldgicas de feridas demonstram que o
grupo tratado tem mais epitelizacdo, angiogénese e melhora do infiltrado inflamat6rio em
90% dos casos (MANCONI et al., 2018; ZENG et al., 2020; MAO et al., 2021).

7.3. ANDROGRAPHOLIDE

O andrographolide e um diperteno extraido das folhas do Andrographis paniculata e
possui fatores medicinais como antibidtico, antiescler6tico e antioxidantes sendo usado em

larga escala na cicatrizacio de feridas. Paises como China, india, Jap&o e Coréia utilizam a
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mais de 2000 anos para doencgas nos seres humanos inibindo a proliferacdo de bactérias,
aliviando sintomas de inflamacdo, e regulando o sistema imunolégico (HOSSAIN et al.,
2014).

Devido possuir varias atividades terapéuticas existem varias linhas de acdo do ativo.
Os efeitos anti-inflamatdrios deste agente estdo relacionados a inibi¢do da producéo de 6xido
nitrico (NO) e prostaglandinas E2 (PGE2), que sdo importantes no papel inflamatério dos
macrofagos. Este composto age inibindo a biossintese dos ico-isandides e do fator ativador de
plaquetas (PAF), sendo assim inibindo a agregacdo plaquetaria. Nas plaquetas ativadas, essas
trés vias de sinalizagdo estdo a jusante da ativacdo da integrina mediada pela ligagdo do
coldgeno e influenciam a associagdo do fibrinogénio com seus receptores. Além das
atividades anti-inflamatérias e anti-agregante plaquetario, esse composto possui acgdo
inibitdria de crescimento de biofilme bacteriano (AMROYAN et al., 1999; JAYAKUMAR et
al., 2013; MUSSARD et al., 2019)

Sistema QS (quérum sensing) funciona com uma sistema de comunicacdo entre as
bactérias para mensurar sua populacdo. Através da producdo de substancias chamada auto
indutores que véo se ligar a receptores celulares levando para dentro das células informacéo
de qual a populacdo geral. Se a populacdo as bactérias estiver elevada elas alteram sua
expressdo genética modificando assim a sua patogenicidade e formacdo de biofilme. O
andrographolide inibe a formacdo de biofilme e fatores de patogenicidade agindo
efetivamente no sistema QS das Pseudomonas aeruginosa (ZHANG et al., 2020).

O desenvolvimento e uso de novos tratamentos deve seguir uma linha ténue que passa
pela eficacia antinflamatdria/antibidtica versus a possivel atividade toxica que o ativo pode
gerar (DAVIS et al., 2017).
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8. MODELO SUINO

No estudo da cicatriza¢do de pele varios modelos podem ser utilizados para mimetizar
Nno processo 0s eventos e mecanismos especificos que a ferida possa ter de acordo com o
tratamento estipulado. Devido a dificuldade de experimentacdo em humanos seja por falta de
semelhanca entre os seres, dificuldade na coleta de dados ou por lesdes éticas os modelos de
experimentacdo em feridas sdo projetados para que sob condi¢Bes clinicas a ferida se
comporte da mesma forma que nos humanos. Durante a selecdo da espécie animal deve — se
levar em conta fatores como: custo, disponibilidade, manejo, semelhanca anatémica e
funcional e intimidade do pesquisador com a espécie. Por varios anos pequenos mamiferos
(Coelhos e camundongos) foram utilizados em larga escala, pois eram faceis de manipular e
econémico, porém eles possuem desvantagens como densa camada de pélos, epiderme e
derme finas e principalmente a forma de cicatrizacdo que ocorre por contracdo de ferida
devido uma fina camada muscular (Paniculo carnoso) abaixo da epiderme diferentemente dos

humanos que ocorre por reepitelizacdo (JAMES et al., 2018; KLEIN et al., 2018).

8.1. COMPARACAO ENTRE PELE SUINA E HUMANOS

O modelo experimental em suinos e bastante utilizado devido sua pele possuir 83% de
semelhan¢a com a do ser humano. O suino possui epiderme com espessura de 30 a 140 um e
o ser humano possui de 50 a 120 um e ambos tém em comum papilas dérmicas e tecido
adiposo em grande quantidade na hipoderme. O suino possui elasticidade cutanea maior em
comparativo com as outras espécies utilizadas em testes clinicos, porém, mesmo assim, a
elasticidade e maior que a da pele humana (CARNEY et al., 2021). De forma comparativa a
vascularizagdo cutanea do suino e similar no tamanho, orientacdo e distribuicdo e 0s anexos
sdo mais espacados porem idénticos. Na cicatrizacdo a funcionalidade de ambas espécies sdo
as mesmas pois 0 tempo de epitelizacdo, o tipo de proteinas queratinosas e composicao
lipidica do estrato cérneo tem as mesmas estruturas. Devido todas as semelhangas de
composicao cutanea a fisiologia geral, anatomia e funcdo dos Orgéos e sistemas. O suino e
considerado um excelente modelo animal para o estudo pré-clinico de feridas com espessura
total pois € um animal de fécil aquisicdo, manejo e possui igualdade genética o que aumenta a
acuracia dos resultados (RANAMUKHAARACHCHI et al., 2016). Modelos excisionais.
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Estudos anteriores utilizavam camundongos como modelo experimental devido o facil
manejo e aquisi¢do, porem abaixo da pele existe uma camada de musculatura que apos a leséo
tecidual se retrai aproximando os bordos da ferida e diminuindo o tempo de cicatrizacao além
de ndo possuir o complexo biolégico ambiental e mecéanico que a pele humana possui
(BLACKSTONE et al., 2017).

A partir de 1976 foi proposto o uso de suinos para modelos de estudo pré-clinico de
excisdo total de pele e neste modelo foram feitas leses de 6x6 polegadas no dorso e no flanco
com o auxilio de um dermatétomo. ApoOs quatro meses foram observadas cicatrizes com
hipercontragdo, hiperpigmentacdo, coldgeno desorganizado, deposicdo de nddulos de
coldgeno e aumento do numero de miofibroblastos bastante semelhantes a cicatrizagao
humana. Suinos como modelos excisionais sdo bastante utilizados, pois existe a facilidade de
encontrar individuos geneticamente similares, facilidade no manejo (ABREU; MCBAIN;
SIMOES, 2012; ZUO; YU; LU, 2016a).
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9. MATERIAIS E METODOS

9.1. Animais
O experimento foi realizado nas dependéncias do Hospital Veterinario de Grandes
Animais da Universidade de Brasilia (HVET — UNB) e todos os protocolos foram
aprovados pelo Conselho de Etica e Uso Animal da Universidade de Brasilia (Anexo 1) de
protocolo n°® 023/2020. Foram utilizados para o estudo dois suinos machos da raca Large
White, castrados, desverminados com 40 quilos. O experimento foi dividido em duas
etapas: Ensaio 1 (E1) e Ensaio 2 (E2) devido a formulacdo de hidrogéis e utilizacdo de
controles positivos. Os animais passaram dez dias em adaptacdo ambiental e alimentar
antes do inicio do experimento. As baias possuiam tamanho de 3,5 m2 com bebedor tipo
chupeta para fornecimento de 4gua e cocho onde a alimentagdo era servida durante o dia
ndo passando do limite de 1.5% do peso vivo de racdo de manutencao de 25% de proteina.
O controle de temperatura e umidade foi realizado através de um Ventisol® CLI 45 PRO.

O experimento foi realizado com um animal por vez.

9.2. CARACTERIZACAO DE HIDROGEIS DE TRATAMENTO
No presente estudo foram utilizados quatro produtos hidrogéis para tratamento de feridas
conforme a seguir:
Grupo de controle positivo sendo representado por trés tratamentos comerciais que ja tem
sua eficacia testada e aprovada pelo FDA — Food and Drug Adminstration.

AMERIGEL® - Hydrogel Wound Dressing (Amerex Healthcare Corp., USA).
Hidrogel composto de Extrato de Carvalho (Quercus robur) e extrato de ulmeira
(Filipendula ulmaria) e acetato de zinco.

MEDIHONEY GEL® — Wound and Burn Dressing (Derma Sciences, Inc., USA).
Emulsdo Gel compost de Mel de Manuka (Meal Ativo de Leptospermum sp.).

PLUROGEL® - Burn and Wound Dressing (Medline Industries, LP, USA).
Hydrogel composto de Poloxamer polimerizado e glicois.

No Ensaio 1 o grupo com a formulacdo a ser testada sendo representado os
tratamentos no como A, B, C e D. No Ensaio 2 os tratamentos foram designados como X,
Y, Z e W. Os hidrogéis possuem propriedades anti-biofilme, fator desbridante e fator
hidratante descritos na Tabela 1 respectivamente abaixo.

IWD® - Innovacorium Wound Dressing Hydrogel (Innovacorium, Inc., USA).

Hydrogel composto de Extrato de Prépolis Verde (Baccharis dracunculifolia prépolis) e



Extrato de Escutelaria (Scutelaria baicalensis) em gel de celulose.
fabricante amostras do hidrogel
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Foi recebido do

com diferentes concentracfes dos ingredientes

antimicrobianos e com diferentes consisténcias de gel conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Valores percentuais da agdo de anti-biofilme, fator desbridante e hidratante

Amostras testes Anti — biofilme Fator Desbridante Fator Hidratante

(%) (%) (%)
A 5.0 3.0 35
B 25 3.0 35
C 1.25 3.0 35
D 7.0 3.0 35
w 4.0 3.0 35
X 4.0 3.0 1.75
Y 4.0 0.75 35
Z 4.0 0.75 1.75

No grupo de controle negativo somente foi realizada a limpeza com solugéo

fisioldgica a 0,9% de cloreto de sodio.

9.3. PROCEDIMENTO CIRURGICO DE REALIZAQAO DAS FERIDAS
EXCISIONAIS DE PROFUNDIDADE TOTAL

Os animais foram mantidos em jejum de 8 horas antes do procedimento cirdrgico de
retirada dos circulos cutaneos que configuram a as lesbes para observacdo da cicatrizacdo. No
dia do procedimento (D0), os animais foram pesados (Tabela 2), canulados com cateter 229 e
logo apds sedados com acepromazina (0,05 mg/kg), midazolam (0,5 mg/kg) e cetamina (5
mg/kg) como medicacdo pré anestésica. A inducdo foi feita com propofol (5 mg/kg) e
manutencdo com isoflurano. O paciente foi monitorado no trans cirdrgico por
eletrocardiograma, oximetria de pulso, pressdo arterial invasiva e capnografia. O suino foi
posicionado em decubito ventral e foi feita a tricotomia dos pelos com a maquina Oster® e
lamina de 50 mm. A antissepsia foi realizada em duas etapas de cinco minutos com
Clorexidine Riohex® 2% e escova de degermacdo, finalizando com gaze estéril e alcool 70%.
Um gabarito de aco cirargico foi fabricado contendo 4 circulos de 20mm espagados entre por
40mm (Figura 1) e utilizado para padronizar as feridas no dorso do animal, com as marcagdes

sendo realizadas com caneta cirdrgica.
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Figura 2 — Disposicao das feridas E1 e E2 com os distanciamentos

Fonte: Arquivo pessoal

No primeiro suino (E1) foram feitas 16 feridas de espessura total (epiderme, derme e
subcutaneo) e no segundo suino (E2) foram feitas 18. Apo6s tricotomia e antissepsia com ajuda
de um molde foram marcados com caneta cirdrgica as incisdes (Figura 2). A incisdo foi
realizada com punch circular de 20mm de diametro por 5 mm de profundidade total que foi
fabricado para o procedimento (Figura 3). Com o punch de biopsia (Figura 3) foi incisionada
a pele com movimentos circulares até seccionar totalmente as trés camadas de pele e com o
auxilio de uma lamina de bisturi n° 10, cabo de bisturi n°3 e uma pinga dente de rato (Figura

4) a amostra a se retirada foi divulsionada com cuidado para ndo afetar a musculatura.



Figura 2 — Marcacéo das feridas cirurgicas.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 3 — Punch fabricado para realizar as incisoes.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4 — Divulséo do tecido retirado.

Fonte: Arquivo pessoal.

Imediatamente apos a retirada foi realizada a hemostasia (Figura 5). Logo depois de
realizar todas as feridas excisionais de profundidade total o curativo oclusivo foi realizado
com gaze e fita microporosa (Figura 6) em cada ferida de forma individual e para proteger foi
colocada roupa cirargica (Figura 7). Na recuperagdo anestésica os suinos foram posicionados
em decubito lateral e monitorados até a reabilitacdo completa. No pos-cirargico imediato foi

estabelecido protocolo com flunixin (1,1 mg/kg) SID 3 dias e dipirona (20 mg/kg) BID 5 dias

Figura 5 — Hemostasia das feridas cirurgicas

Fonte: Arquivo pessoal.



Figura 6 — Curativo oclusivo

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 7 — Suino em recuperacao anestésica com a roupa cirurgica

5 GAPYRe T AL

Fonte: Arquivo pessoal.
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9. CURATIVO E MANEJO DAS FERIDAS

Os curativos foram realizados a cada 24 horas por 21 dias seguidos. As feridas foram
dispostas no dorso do suino conforme a Figura 8. No primeiro dia ap6s o procedimento
cirurgico (D1) foi retirado todo o curativo compressivo e iniciou o tratamento com Hidrogel
IWD®. A distribuicdo dos tratamentos foi feita por sorteio de forma aleatoria como
visualizado na Tabela 3 e 4 nos E1 e E2, respectivamente. No Ensaio 1 foram utilizados
tratamentos positivos, ou seja, com pomadas comercialmente conhecidas, em seis feridas
sendo dois com Plurogel® (Pg), dois com Amerigel® e dois com Medhoney®. Dos hidrogéis
IWD® foram realizados oito curativos nas diferentes concentragdes A, B, C e D sendo duas
replicatas de cada. Como controle negativo usou somente solugdo salina (cloreto de sodio

0,9%) para limpeza de duas feridas. No E1 foram realizadas no total 16 feridas.

Tabela 2 — Tabela de gabarito com a distribui¢do dos tratamentos no ensaio 1

CRANIAL
PG2 Al PG1 MH2
MH1 AMG2 Cc2 D1
SAL2 SAL1 C1 A2
Bl B2 D1 AMG1




Tabela 3 — Tabela de gabarito com a distribui¢ao dos tratamentos no ensaio 2
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CRANIAL
Z1 PG1
W3 SAL1 Y1 X3
X1 Y3 Z3 AMG2
Z2 PG2 Y2 W1
X2 W2 AMG1 SAL2

Para realizar o curativo o suino era sedado diariamente com acepromazina (0,05
mg/kg), midazolam (0,5 mg/kg) e cetamina (7,0 mg/ kg). Apds 10 minutos da sedacéo a roupa

cirtrgica e o curativo eram retirados, em seguida o suino era posicionado na mesa de curativo
(Figura 9).

Figura 8 — Suino posicionado na maca de contencao

Fonte: Arquivo pessoal

A primeira limpeza era realizada com solucgéo fisiologica e gaze estéril no dorso do
suino em toda area de curativo até retirar todos os debris ou secre¢des. Depois toda area de

fora da ferida era limpa novamente com éter para remocdo da gordura impregnada na pele
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para favorecer a aderéncia do curativo. No leito de cada ferida foram depositados 0s
tratamentos correlacionados e isolados inicialmente com fita Medpore 3m® de 40x40mm
individualmente (Figura 10). Assim que as feridas foram todas ocluidas uma nova camada
impermeabilizante de filme PU (Curatec®) (Figura 11) sendo finalizado com fita microporosa
(micropore 3m®) de 10cm x 50cm foi adicionada para fixar o curativo inicial e foi colocado a

roupa cirdrgica para protecdo. Esse procedimento foi repetido diariamente por 28 dias.

Figura 9 — Curativo oclusivo utilizado em Figura 10 — Feridas ocluidas
cada ferida

LT

Fonte: Arquivo pessoal Fonte: Arquivo pessoal

Coleta de dados e material

9.1. RETRACAO DAS FERIDAS

As feridas foram analisadas visualmente pelo mesmo observador diariamente durante
0 curativo. As feridas foram fotografadas a cada sete dias utilizando um gabarito circular
adesivo de area conhecida (Diametro = 20mm, Area = 314.16mm?) que eram coladas na
regido periférica da ferida (Figura 12) com a finalidade de mensurar a retracdo de bordas com
auxilio do software Image J® (NIH — National Institute of Health — USA). No software as
medidas do gabarito sdo utilizadas para calibrar o programa e diante disso ocorre a leitura da
imagem estabelecendo assim a area da ferida por comparacdo. As imagens coletadas no DO
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indicaram a area inicial e os valores obtidos nas coletas de D7, D14 e D21 foram subtraidas
indicando a retracdo semanal (Tabelas 7 e 8)

Figura 11 — Posicao dos gabaritos

Fonte: Arquivo pessoal

Exame visual das feridas
As feridas foram analisadas em ambos 0s ensaios pelo mesmo observador.
Ensaio 1

Nos D1, D2 e D3 as feridas apresentaram exudato produtivo (Figura 13) e 0s
tratamentos MH2, B1 e D2 tiveram aspecto avermelhado e edema (Figura 14). No decorrer da
primeira semana o centro de todas das feridas apresentou debris e crosta de coagulacdo no
centro das feridas (Figura 15) que se soltaram deixando aspecto avermelhado nos tratamentos.
Com sete dias de tratamento ndo havia exudato e o tecido de granulacdo comecgou a emergir.
No D 9 o tecido de granulacdo estava proliferado até o nivel da borda da ferida (Figura 16).
Foi observado que os hidrogéis testados A, C e B e o controle positivo Medhoney® deixavam

impregnados residuos na borda das feridas.
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Figura 12 — Feridas com exudato. Figura 13 — MH2, B1 ¢ D2 com hiperemia
parcial.

Fonte: Arquivo pessoal Fonte: Arquivo pessoal

Figura 14 — Crosta de coagulagdo central e debris.

Fonte: Arquivo pessoal

Comparando e o observando as feridas PG2, Al, Sal 2e B1 no D11 visualmete
estavam com borda de ferida mais retraidas que as demais (foto F). Ao examinar as feridas na
semana do D14 foi evidenciado entre a borda da ferida e o centro a fromagdo de nova
epitelizagdo. Notou — se que na duas semanas finais a retracdo foi mais acentuada nos
tratamentos A, B, D, PG e AMG e nas feridas de MH houve processo cicatricial mais lento
com o fechamneto total no D28. Durante todo processo MH1 e MH2 prolongaram a fase

inflamatoria mais que as demais feridas.
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Figura 15 — Tecido de granulagao. Figura 16 — Retragdo das feridas.

Fonte: Arquivo pessoal Fonte: Arquivo pessoal.

Ensaio 2

Para o ensaio 2 o hidrogel foi reformulado gerando quatro novos tratamentos X, Y Z e
W. Para controle positivo somente os produtos comerciais Plurogel® e Amerigel® foram
utilizadas devido seu resultado superior no ensaio 1. O controle negativo continuou sendo
feito com solucgéo salina.

Iniciando o curativo no D1 ap0s a retirada das bandagens algumas feridas tiveram
novo sangramento. A partir do D2 todas as feridas apresentaram exsudato que por sua vez foi
diminuindo até o D5 onde ndo foi mais observado. O edema e hiperemia nas feridas foram
bastante discretos. Extinguiu — se a secrecdo e debris de crosta de coagulagdo se
desprenderam das feridas a partir do D7. Na primeira semana os tratamentos SAL, PG, e
AMG iniciaram com maior retragdo na borda. A proliferacdo do tecido de granulag&o iniciou
—se no D9 e no D11 ja tinha alcancado a borda da ferida (Figura 18). Para os hidrogéis
testados X, Y e Z aceleraram na epitelizacdo e na retracdo durante a segunda semana(Figura
19). As feridas Z1, X3 e Y1 no D18 estavam com fechamento total. X1, Z2, e Z3 concluiram
sua epitelizagdo no D20. As demais feridas cicatrizaram totalmente até o D21 (Figura 20) com

excecdo de PG1, PG2, Sal 1, Sal2 que concluiram tardiamente no D23
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Figura 17 — Feridas com tecido de granulacdo do Ensaio 2 no D10.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 18 — Feridas X, Y e Z com epitelizacdo avancada.

onte: Arquivo Pessoal

Figura 19 — Fechamento das feridas no D21

X

Fonte: Arquivo pessoal.
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9.2. COLETA DE DADOS E MATERIAL

9.2.1. Parametros ambientais

Temperatura e umidade ambientais sdo fatores que podem interferir no padrdo de
cicatrizacdo. Feridas mais contaminadas sdo encontradas em situacdo de ambiental com
temperatura e umidade alta. Durante a execucdo do ensaio 2 a temperatura ambiente e
umidade foram coletadas através do termo-higrometro Tomate PD-003 sempre as 14:00,

horéario que iniciava o procedimento do curativo das feridas.

9.2.2. Parametros do suino

Temperatura

O processo inflamatdrio de uma lesdo também pode ser aferido e mensurado através
de temperatura tendo em vista que o calor e um dos sinais inflamatérios. No ensaio 2 com a
finalidade de avaliar e modular o processo inflamatério individual de cada ferida logo ap6s a
sedacdo e retirada das bandagens foram mensuradas as temperaturas individuais das feridas
com termbmetro digital infravermelho Dikang® a 4 cm de distancia do centro da ferida. Além
disso, como dado importante foi aferido temperatura local de borda inferior e superior do
plano de feridas para saber a temperatura de perimetro. A coleta foi realizada abaixo do ponto
médio perpendicular das orelhas cinco centimetros e na zona lombar caudal cinco centimetros

acima do inicio do rabo (Figura 21).

Figura 20 — Aferigdo de temperatura.

Fonte: Arquivo pessoal.
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O processo inflamatorio desencadeia reacdes fisioldgicas gerais e devido essa
importancia foram realizadas mensuracdes de temperatura sistémica através de termoémetro

retal digital G-tech® diariamente aferindo a temperatura dos animais.
Peso

Devido o estimulo inflamatério sisttmico os animais podem reduzir 0 peso ou
diminuir o ganho. Como o0 peso e um parametro de avaliacdo importante os animais foram
pesados semanalmente com balanca Filizola® digital de plataforma. As doses de medicacdo e
racdo foram alteradas de acordo com a evolugdo do peso.

9.2.3. Coleta de material histolégico das feridas

No processo de cicatrizacdo a fase de remodelagcdo confere a ferida isolamento do
ambiente externo e resisténcia da cicatriz. A remodelagdo inicia-se com o fim da fase
inflamatoria e nela ocorre a deposicdo do colageno e epitelizacdo. Através da histologia do
tecido transicional (borda/centro) podemos examinar qual tipo de tecido esta sendo formado
em cada tratamento e com esta sendo a deposicao de colageno.

Nos dias D14 e D21 ocorreu a coleta de biopsia e 0 suino passou por novo
procedimento anestesico com sedados com acepromazina 0,05 mg/kg, midazolam 0,5 mg/kg e
cetamina 5 mg/kg como medicacdo pré anestésica e a inducdo foi feita com propofol 5 mg/kg
e manutencao com isoflurano. Apods ser anestesiado foi posicionado em decubito ventral e o
corte da amostra foi realizado com um punch de coleta com 5mm de didametro rotacionado até
0 despendimento da amostra na zona de transicdo borda/ferida. Imediatamente as amostras
foram armazenadas em racks e condicionadas em formol tamponado 10% (Merck®,

Alemanha).

9.2.4. Histologia

As amostras de pele foram fixadas em formaldeido tamponado 10% (Merck®,
Alemanha) e processadas para analises histopatoldgicas por microscopia de luz. As amostras
inicialmente foram desidratadas em solucdes de &lcool (marca) com concentragdes crescentes
de 70%, 80%, 90% e 3x de 100% e apds foram diafanizados duas vezes durante 30 minutos

em xilol (marca) e impregnados trés vezes em parafina a 60.0°C. Posteriormente as mostras
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foram emblocadas em parafina e seccionadas integralmente no micrétomo RM2125 (leica
Biosystems, Alemanha) em secg¢des de Sum de espessura. As sec¢Oes foram coletadas em
laminas de microscopia e identificadas de acordo com cada tratamento feito na ferida.

Para as andlises histologicas foram selecionadas grupos de trés seccdes diferentes da
amostra e coradas nas técnicas de coloracdo de Hematoxilina& Eosina e Tricomio de Manson.
Apos coradas as seccdes histoldgicas foram fixadas na lamina com a resina sintética Enthelan
((Sigma-Aldrich, Alemanha) laminula de vidro. As laminas prontas foram digitalizadas no
sistema de foto documentacdo Aperio (leica biosystems, Alemanha) para coletar dos dados

histologicos, qualitativos e morfométricos.
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10. ANALISE ESTATISTICA

A disposicdo de tratamentos em cada ferida foi feita por sorteio aleatorio (tabela 1 e 2)
Os dados sdo a meédia de duplicatas + desvio padrdo. Diferenca na area da ferida da
linha de base entre os tratamentos foram testados com One Way Anova, P<0,05. As
diferengas na reducdo percentual do tamanho da ferida foram analisadas com One Way

Anova, P<0,05 apds transformar os dados percentuais pelo seu valor arco sin.
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11. RESULTADOS

11.1. EVOLUCAO DE PESOS

12. Tabela 4 — Tabela de evolugdo de pesos dos suinos em relagdo com o tempo

Dias Suino 1 Suino 2
DO 41,3 kg 40,5 kg
D7 48,1 kg 47.5 kg
D14 53,3 kg 54,2 kg
D21 59,0 kg 63,4 kg

11.2. REFORMULACAO PARA ENSAIO 2

Apos exame inicial dos dados coletados no Ensaio 1 teste para verificacdo da cicatrizacdo das
feridas do suino foi observado que os tratamentos A e C apresentaram resultados melhores de
cicatrizacdo com fechamento mais rapido e com qualidade melhor na formacao da cicatriz.
Para o segundo ensaio (E2) os tratamentos A e C foram reformuladas e divididas em quatro
novos tratamentos que foram chamados de X, Y, Z, e W com ajustes na capacidade fator
desbridante e fator hidratante. Visto isso, para o segundo ensaio foram usados como base 0s
dois tratamentos mais eficientes do E1 e com melhores resultados de cicatrizacdo como base
principal para quatro novas formulacfes teste com novas propor¢Ges entre oS principios
ativos. Através da estatistica do Ensaio 1 também foi observado que o tratamento comercial
Medhoney® utilizada como controle positivo foi a que demonstrou menor eficiéncia na
cicatrizacdo em relacdo os outros controles positivos, por esse motivo ndo foi utilizada no
ensaio 2. Para o ensaio 2 foram utilizados quatro controles positivos sendo dois de Plurogel®
e dois de Amerigel®. Os tratamentos de hidrogel X, Y, Z e W foram usados nas feridas em
triplicata.

Exame visual do Ensaio 1

Para 0 exame visual foram adotados os seguintes parametros: hemorragia, coloracao,
eritrema, secrecdo, impregnacao do hidrogel, granulagédo e edema. Vinte e quatro horas apés a
cirurgia para confecgdo das feridas excisionais, estavam limpas, sem sinais de sangramento,
infeccdes, edema e eritema. Apos 7 dias de tratamento, todas as feridas tratadas com IWD,
independentemente da formulagdo A, B, C ou D, mostrou formacédo de crostas de coagulacéo

relativamente espessas no leito da ferida. Na regido perilesional houve leve impregnacédo de
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produto dificil de enxaguar com soro fisioldgico. Essas crostas e impregnagcdes eram mais
pronunciadas nas formula¢bes com maior concentracdo de Propolis (A e D). Feridas tratadas
com diferentes predicados e controle de solucédo salina também apresentaram crosta, mas ndo
tdo escura e espessa quanto nos tratados com IWD. Houve retracdo significativa das feridas
apos o D13. Apds 14 dias de tratamento ndo houve mais formacdo de crostas. Dentre as
formulacdes de IWD- A e IWD-C apresentaram a maior area de granulacdo tecido associado
com a menor taxa de reducdo percentual da ferida. A epitelizacdo era bastante visivel de
forma que acompanhava a retracdo dos bordos. Uma das feridas tratadas com MH apresentou
hipergranulacdo e edema, porém, nenhuma infeccdo, exsudato e eritema foram observados em
nenhum das feridas durante todo o periodo do estudo conforme ilustrado das figuras 22 até
29. No D21 todas as feridas obtiveram retracao significativa e somente MH ficou abaixo de
93%.

Figura 21 — Feridas em pele suina tratadas com a formulagdo A. Avaliacdo macroscépica da
evolucdo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducao.

FORMULACAO A

DIAO DIA7 DIA 14 DIA 21

Area da Les&o (mm?) 518.58 + 98.19 244.58 + 1.64 32.82 £10.31 7.49 + 10.36
% Redugdo 52.84 93.67 98.56
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Figura 22 — Feridas em pele suina tratadas com a formulagdo B. Avaliacdo macroscopica da
evolucéo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducao.

FORMULACAO B

DIAO DIA7 DIA 21

Area da Lesao (mm?) 432.72 £ 43.49 227.02£75.18 39.1942.59 17.95 + 18.07
% Redugio 47.54 90.94 95.85

Figura 23 — Feridas em pele suina tratadas com a formulagdo C. Avaliagcdo macroscopica da
evolucdo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

FORMULAGAO C

DIAO DIA7 DIA 21

i

Area da Lesdo (mm?) 554.75 + 53.84 256.99 + 38.05 70.29 + 1.58 23.95 + 17.54
% Redugdo 53.67 87.33 95.68
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Figura 24 — Feridas em pele suina tratadas com a formulacdo D. Avaliacdo macroscdpica da
evolucéo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducao.

FORMULACAO D

DIAO DIA7 DIA 14 DIA 21

Area da Lesdo (mm?) 491.91 +95.01 250.92 +9.92 53.73 +11.43 20.57 +29.09
% Redugdo 48.99 89.08 95.82

Figura 25 — Feridas em pele suina tratadas no grupo controle com solu¢éo salina. Avalia¢ao
macroscopica da evolucdo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducao.

SOLUGAO SALINA - SAL

DIAO DIA7

Area da Lesdo (mm?) 490.44 + 62.73 217.01 £ 22.49 71.33£23.45 33.09 + 25.25
% Redugio 55.75 85.46 93.25
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Figura 26 — Feridas em pele suina tratadas com Plurogel®. Avaliacdo macroscépica da
evolucéo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducao.

PLUROGEL® - PG

DIA O DIA7 DIA 14 DIA21

Area da Lesdo (mm?) 483.03 £50.71 243.84 +47.83 31.66+ 12.29 11.61 + 12.28
% Redugdo 49.52 93.44 97.60

Figura 27 — Feridas em pele suina tratadas com Medihoney ®. Avaliagdo macroscépica da
evolucéo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

MEDIHONEY® - MH

DIAO DIA7 DIA 21

b}

i _dses AN )V
Area da Lesdo (mm?) 520.76 % 6.57 377.14100.87 94.65+ 22.96 50.03 £ 52.02

% Redugdo 27.58 81.82 90.39
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Figura 28 — Feridas em pele suina tratadas com Amerigel®. Avaliacdo macroscopica da
evolucdo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

AMERIGEL® - AMG

DIAO

DIA7

Area da Lesdo (mm?) 409.84 +77.35 221.87 +2.67 19.78+ 3.81 810+ 1136
% Reducio 45.86 95.17 98.02
Tabela 5 — Evoluc¢do das retracdes em mm? e % do Ensaio 1.
Trat Dia 7 Dia 14 Dia 21
Area inicial | Area de ferida | % Reducio | Area de ferida | % Reducdo | Area de ferida | % Reducio
(mm?2) (mm?2) (mm?2) (mm?2)

Al 588,01 245,74 58,21 40,11 93,18° 14,82 97,48
A2 449,15 243,42 45,80 25,54 94,31° 0,17 99,96
Bl 401,97 173,86 56,75 9,07 97,74° 5,17 98,71
B2 463,48 280,18 39,55 69,31 85,05° 30,73 93,37
Cl 592,82 283,89 52,11 69,17 88,33° 36,36 93,87
C2 516,68 230,09 55,47 71,41 86,18° 11,54 97,77
D1 559,09 257,94 53,86 61,81 88,04° 41,14 92,64
D2 424,73 243,91 42,57 45,64 89,25° 0,00 100,00
PG1 518,89 210,02 59,52 40,35 92,222 20,30 96,09
PG2 447,16 277,67 37,91 22,97 94,86° 2,93 99,35
MH1 525,41 448,47 14,64 110,89 78,90° 86,81 83,48
MH2 516,11 305,81 40,75 78,41 84,81° 13,24 97,43
AMG1 355,14 219,99 38,06 17,08 95,19° 16,13 95,46
AMG2 464,53 223,76 51,83 22,47 95,16° 0,07 99,98
SAL1L 534,80 232,91 56,45 87,91 83,56° 50,95 90,47
SAL?2 446,09 201,10 54,92 54,74 87,732 15,24 96,58

A andlise estatistica foi realizada no D14 e ndo houve diferenca significativa entra os grupos controle e tratados.
Sal- Salina, AMG — Amerigel, PG — Plurogel, MH — Medhoney, Hidogéis — A, B, C e D.
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No D1 as feridas excisionais apresentaram um pouco de sangramento logo apds a

retirada das bandagens. A fase inflamatdria de todas as feridas foi mais curta que no ensaio 1.

Apbs a reformulacdo dos hidrogéis IWD foi observado que a formacdo de crostas persistiu

porém, ndo foram espessas e foram limpas com mais facilidade. Os controles positivos se

comportaram da mesma forma do ensaiol. A granulagdo iniciou no D8 apds a queda dos

debris. A retracdo de ferida ocorreu de forma significativa apds o D9. As feridas tratadas com

IWD -W e IWD- Z obtiveram fechamento total antes dos 21 dias. Nenhuma ferida apresentou

hipergranulacdo, edema, infeccéo, exsudato, durante todo o periodo do estudo conforme as

figuras abaixo.

Figura 29 — Feridas em pele suina tratadas com Solucéo salina. Avaliacdo macroscépica da
evolucdo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

SOLUGAO SALINA 0.9%

DIAO

Area da Lesdo (mm?)

408.26 + 25.55

323.77 £ 63.89

51.01+1.80

1.10+£1.55

% Redugdo

21.03 £10.71

87.50£0.34

99.74 £ 0.36
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Figura 30 — Feridas em pele suina tratadas com Plurogel ®. Avaliagdo macroscopica da
evolucdo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

PLUROGEL®

DIAO DIA7 DIA 14 DIA 21

Area da Lesdo (mm?) 454.67 £ 15.79 348.03 + 45.97 38.81+19.81 7.05 1 8.03

% Redugdo 23.58 +£7.46 91.54 + 4.06 98.48+1.71

Figura 31 — Feridas em pele suina tratadas com Amerigel®. Avaliacdo macroscopica da
evolucdo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

AMERIGEL®

DIAO DIA7 DIA 14 DIA 21

Area da Lesdo (mm?) 423.96 + 19.28 315.45 1+ 14.28 26.57 £ 13.94 2.48 £ 0.82

% Redugdo 25.44+6.76 93.65 +3.58 99.41 £ 0.22
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Figura 32 — Feridas em pele suina tratadas com formulacdo W. Avaliacdo macroscopica da
evolucdo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

FORMULACAO - W

DIAO

Area da Les&o (mm?) 436.95 +44.42 344.93 + 24.36 42.18 £22.75 0.00 + 0.00

% Redugdo 20.33 £11.51 90.60 +4.61 100.00 £ 0.00

Figura 33 — Feridas em pele suina tratadas com formulacéo X . Avaliacdo macroscépica da
evolugdo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de redugo.

FORMULAGCAO - X

Area da Lesso (mm?) 393.03 £43.72 334.62 £ 25.32 13.14+6.24 0.00 £ 0.00

% Redugdo 14.63 +3.45 96.73 £1.19 100.00 £ 0.00
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Figura 34 — Feridas em pele suina tratadas com formulacdo Z. Avaliacdo macroscopica da
evolucdo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

FORMULACAO - Z

DIAO DIA7 DIA 14 DIA 21

Area da Lesdo (mm?) 413.56 + 20.90 354.05 + 19.16 21.59 + 11.64 0.00 + 0.00

% Redugdo 14.40 £ 0.33 94.76 £ 2.94 100.00 £ 0.00

Figura 35 — Feridas em pele suina tratadas com formulacdo Y . Avaliacdo macroscopica da
evolucdo da ferida mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

FORMULACAO - Y

DIAO DIA7

Area da Les&o (mm?) 445.50 + 27.35 367.10 £32.24 27.44 +2.84 0.77 £1.16

% Redugdo 17.69 £ 2.33 93.85 £ 0.38 99.81+0.28
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Trat Dia7 Dia 14 Dia 21
Area de Area de Area de Area de
ferida ferida % Reducdo ferida % Reducdo ferida % Reducdo
(mm2) (mm2) (mm?2) (mm?2)

SAL1 | 426,33 368,95 13,46 52,28 87,74° 2,19 99,49
SAL2 | 390,19 278,60 28,60 49,73 87,25° 0,00 100,00
PG1 443,50 315,52 28,86 24,80 94,41° 1,37 99,69
PG2 465,84 380,54 18,31 52,81 88,66 ° 12,73 97,27
AMG1 | 437,59 305,35 30,22 16,71 96,18° 1,90 99,57
AMG2 | 410,32 325,54 20,66 36,43 91,12° 3,06 99,26

w1 431,98 369,84 14,39 52,22 87,91° 0,00 100,00
W2 483,64 321,15 33,60 58,18 87,97° 0,00 100,00
W3 395,22 343,78 13,01 16,13 95,92° 0,00 100,00
X1 442,11 363,84 17,70 20,28 95,41" 0,00 100,00
X2 358,23 319,19 10,90 10,47 97,08° 0,00 100,00
X3 378,75 320,82 15,29 8,68 97,71° 0,00 100,00
Y1 463,22 385,06 16,87 30,50 93,42° 0,00 100,00
Y2 414,00 329,88 20,32 24,88 93,99° 2,11 99,49
Y3 459,28 386,35 15,88 26,93 94,14° 0,21 99,95
Z1 405,46 347,18 14,37 9,55 97,64° 0,00 100,00
Z2 397,92 339,26 14,74 32,79 91,76° 0,00 100,00
Z3 437,30 375,70 14,09 22,44 94,87° 0,00 100,00

A analise estatistica foi realizada com os valores obtidos em D14. Comparando o controle
negativo (SAL) com os demais tratamentos somente X e Y apresentaram porcentagens de
reducdo da area da leséo significativamente maiores (P<0.01) 14 dias apés a producgéo das
lesGes. Os controles positivos PG e AMG nao apresentaram diferencas significativas na %
de reducdo da area das feridas comparadas com o controle negativo. Entre os controles
positivos (PG e AMG) nédo foram observadas diferencas significativas na reducdo da area
das feridas quando comparado aos tratamentos W, X, Y e Z. Sal- Salina, AMG — Amerigel,
PG — Plurogel, Hidogéis — W, X, Y e Z.

12.1. AREA DA FERIDA

Ensaio 1

Como o suino tinha relativa elasticidade na pele, foi dificil produzir exatamente a
mesma espessura circular excisionais, porém os dados mostraram que ndo houve diferenca
significativa (ANOVA One Way, p> 0,05) entre as areas basais das lesdes. Os dados mostram
que na primeira semana de tratamento ndo houve reducdo significativa da area da lesdo em
qualquer um dos tratamentos em comparagdo com o controle salino. No entanto, na segunda

semana todo o tratamento, com exce¢do do HM, teve melhor desempenho que o controle com
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solugdo salina. A grafico 1 mostra a area da ferida dos diferentes tratamentos e controle ao
longo do periodo do estudo. Até o final do estudo, o tratamento A apresentou a maior redugdo
percentual da ferida de 98,6% em comparacdo com o controle SAL de 93,3%. Por algum
motivo, provavelmente inflamacdo por trauma e edema, o tratamento com MH ndo rendeu

resultados satisfatorios no presente estudo.

Grafico 1 — Reducéo percentual da &rea da ferida dos diferentes tratamentos e controle
durante o periodo do estudo no Ensaio 1.

Porcentagem de Reducdo de Area (%) em Feridas Excisionais em Suinos
120.0
98.6 98.0
100.0 937 o 095.9 95.7 95.8 93.‘?5.1 004 95.2 933
— 89.1 P SAL - Dia 21
.............................................. 81 e — — weeet--— SAL-Dial4
80.0
60.0 55.8
528 537 “=BE B B —mBE |--- SAL-Dia7
49.0 .
475 45.9
400
27.6
200 I
0.0
IWD-A IWD-B IWD-C IWD-D Plurogel Medihoney Amerigel Control
EDia7 mDial4 mDia21
Ferida

Formulacdo A (IWD); B, formulagdo IWD B; C, formulagdo IWD C; D, formula¢do D de IWD; PG, Plurogel,
MH, Medihoney; AMG,Amerigel; SAL, controle de solucdo salina.

Ensaio 2

Com o aperfeicoamento da técnica cirdrgica as feridas excisionais do ensaio 2 ficaram
uniformes no tamanho e espessura e 0s dados mostraram que ndo houve diferenca
significativa (ANOVA One Way, p> 0,05) entre as areas basais das lesbes. Na primeira
semana somente 0s tratamentos negativos e positivos tiveram retracdo maior que 20%. No
tratamento de IWD as feridas W obtiveram o melhor fechamento. No D14 os hidrogéis IWD
melhoraram seu desempenho apresentando acima de 90% do fechamento de ferida com
epitelizacdo e o controle salino demonstrou a pior cicatrizagdo. O tratamento comercial
Amerigel® obteve resultado semelhante sdo IWD. Os hidrogéis IWD W, X e Z conseguiram

cicatrizar totalmente antes do D21.
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Gréfico 2 — Co Redugéo percentual da area da ferida dos diferentes tratamentos e controle
durante o periodo do estudo no Ensaio 2.

Porcentagem de Redugdo de Area (%) em Feridas Excisionais em Suinos
120.0

100.0 SAL-Dia 21

SAL-Dia 14

80.0

60.0

400

SAL-Dia7

200

0.0

IWD-W IWD-X IWD-Y IWD-Z Plurogel Amerigel Salina

EDia7 mDiald mDia2l

Formulacdo X IWDX; Y, formulacdo IWD Y; Z, formula¢do IWD Z; W, formulacéo de IWD W; PG,
Plurogel;,AMG,Amerigel; SAL, controle de solucéo salina.

12.2. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DA FERIDA

A figura 37 ilustra as caracteristicas histoldgicas da pele suina intacta. Bidpsias
coletadas de tecido intacto mostraram uma derme muito caracteristica estrutura do tegumento
suino, com tecido conjuntivo denso ndo modificado com feixes de fibras colagenas, auséncia
de infiltrado celular atipico e/ou inflamatério e poucas papilas dérmicas. Em geral, 0s
fragmentos observados (CRT1 e CRT2 Ensaio 1 e C19 e C20 ensaio 2) foram totalmente

epitelizados com uma fina camada de queratina ndo comprimida.



61

Figura 36 — As caracteristicas histoldgicas da pele intacta (réplica 1).

CRT 1. O Fragmento esta completamente epitelizado com fina camada de queratina
ndo comprimida e o tecido conjuntivo denso e padronizado. Possui feixes de fibras de

colageno e auséncia de infiltrado celular atipico e/ou inflamacao e papilas dérmicas escassas.
Ensaio 1 Histologia

As figuras 38 & 53 demonstram as caracteristicas histologicas dos tratamentos IWD,
controles positivos e negativos. Os cortes histoldgicos de bidpsias retiradas das feridas
mostraram estruturas epidérmicas ndo tdo organizadas quanto a pele intacta, e caracterizada
principalmente pela presenca de infiltrados inflamatérios e tecido conjuntivo frouxo com
deposicdo com fibras mais esparsas e menos densas. As bidpsias coletadas das feridas
mostraram que, em geral, as formula¢es IWD-A e D tiveram melhora tecidual em 15 dias
com formacdo de epiderme, invaginacdo e deposicdo de queratina por queratindcitos
estratificados. A formulacdo C foi a mais longa para chegar a este estagio, e dentre 0s
predicados o produto AMG foi 0 que mais rapidamente reconstituiu a epiderme e estruturas
dérmicas. Por outro lado, o produto MH levou mais tempo para reparar as camadas da pele.
Praticamente em todas as bidpsias coletadas ap6s 15 dias de tratamento, foram encontrados
infiltrados inflamatérios de células mononucleares. Sinais de hemorragias superficiais
pequenas foram observados em bidpsias coletadas de feridas tratadas com PG e MH, e como
mostrado por cortes histolégicos com eritrocitos destacando-se das superficies dos
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fragmentos. Apds 21 dias, os cortes histologicos das bidpsias das feridas tratadas com IWD
mostraram organizacao e estratificacdo das estruturas epidérmicas, com a distin¢do entre os
diferentes estratos das camadas da epiderme, mesmo em lesbes tratadas com a formulacéo
IWD-C. Por outro lado, as feridas tratadas com HM e SAL tiveram formacédo incompleta da
epiderme ao final de 21 dias de tratamento.

Figura 37 — Caracteristicas histoldgicas da ferida tratada com IWD - A (réplica 1) - Al.

Epitélio estratificado queratinizado, epiderme com invaginagdes tipicas desenvolvidas,
presenca de infiltrado inflamatério mononuclear e deposicdo de tecido fibroeléstico e
presenca abundante de papilas dérmicas.
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Figura 38 — Caracteristicas histologicas da ferida tratada com iwd-a (replicacéo 2) — A2.

Fragmento totalmente epitelizado com fina camada de queratina ndo comprimida e
epiderme com invaginagdes tipicas, tecido conjuntivo frouxo, feixes de fibras de colageno,

infiltrado celular, poucas papilas dérmicas

Figura 39 — Caracteristicas histologicas da ferida tratada com IWD - B (réplica 1) — B1.

Presenca queratinizada de papilas dérmicas, Presenca de infiltrado inflamatdrio
mononuclear e deposicdo de tecido fibroelastico, Epitélio estratificado de tecido conjuntivo

subepitelial denso com um epitélio ndo epitelizado.
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Figura 40 — Caracteristicas histoldgicas da ferida tratada com IWD-B (replica¢do 2) — B2.

- ‘ N g :
Bz % '\4 % =

Fragmento totalmente epitelizado com restos de coagulo superficial, Tecido
conjuntivo frouxo, Feixes de fibras de colageno, infiltrado mononuclear no tecido conjuntivo

e muitas papilas dérmicas.

Figura 41 — Caracteristicas histologicas da ferida tratada com IWD-C (réplica 1) — C1.

Epitélio estratificado queratinizado, Auséncia de papilas dérmicas, Zona de lesdo
pouco queratinizada e Tecido conjuntivo subepitelial solto.
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Figura 42 — Caracteristicas histologicas da ferida tratada com IWD-C (replicacdo 2) — C2.

Fragmento totalmente epitelizado com vestido de queratina, Tecido conjuntivo frouxo,

infiltrado mononuclear no conjuntivo, muitas papilas dérmicas com capilares.

Figura 43 — Caracteristicas histologicas da ferida tratada com IWD-D (réplica 1) — D1.

Epitélio estratificado queratinizado tipico, Presenca de papilas dérmicas e Tecido

conjuntivo subepitelial solto.
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Figura 44 — Caracteristicas histologicas da ferida tratada com IWD-D (replicacdo 2) — D2.

Fragmento epitelizado com casca de queratina, tecido conjuntivo frouxo, infiltrado

mononuclear no conjuntivo e muitas papilas dérmicas com capilares.

Figura 45 — Caracteristicas histologicas da ferida tratada com Medihoney (réplica 1) - MHL1.

Fragmento ndo totalmente epitelizado, Zona apical do fragmento com menor
concentracdo celular e com contetdo fibroso reduzido é uma indicacdo de edema. Presenca de
eritrécitos destacando-se da superficie da ferida e infiltrado inflamatério.
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Figura 46 — Caracteristicas histologicas da ferida tratada com Medihoney (replicacédo 2) —
MH?2.

Fragmento central ndo epitelizado, infiltrado celular no tecido conjuntivo frouxo e

deposicdo intensa de fibras de colageno.

Figura 47 — Caracteristicas histoldgicas da ferida tratada com Amerigel (réplica 1) - AMG 1.

AMGT 0

N

Fragmento epitelizado, presenca de neovascularizacdo e infiltrado polimorfonuclear

discreto e infiltrado mononuclear.
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Figura 48 — Caracteristicas histologicas da ferida tratada com Amerigel (replicacao 2) —
AMG2.

Fragmento epitelizado, aspectos de normalidade, exceto por infiltrado frouxo de
células conjuntivas e subepitelial evidente vascularizacdo e areas adjacentes aos foliculos

capilares com maior nivel de celularidade.

Figura 49 — Caracteristicas histoldgicas da ferida tratada com Plurogel (réplica 1) — PG1.

Fragmento parcialmente epitelizado presenca de eritrécitos destacando-se da
superficie da ferida, presenca de infiltrado inflamatério mononuclear e deposicdo de tecido

fibroelastico e presenca significativa de vascularizacéo.
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Figura 50 — Caracteristicas histologicas da ferida tratada com Plurogel (replicacéo 2) — PG2.

Fragmento epitelizado sem papilas dérmicas e tecido conjuntivo frouxo subepitelial.

Figura 51 — Caracteristicas histoldgicas da ferida tratada com soro fisioldgico (réplica 1) —
SALL.

Fragmento parcialmente epitelizado com epiderme incipiente sem invaginacoes, zonas
fibréticas na regido central da ferida, infiltrado polimorfonuclear e infiltrado mononuclear na

regido central da ferida.
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Figura 52 — Caracteristicas histologicas da ferida tratada com soro fisiolégico (replicacao 2)
-SAL2.

N

Ma epitelizacdo e contetdo fibroelastico em porgdes superficiais com pequena

queratinizacéo.
Ensaio 2 Histologia

As figuras de nimero 54 até 73 representam a analise histoldgica do segundo ensaio.
As imagens obtidas com aumentos de 4x, 10x, 40x. Essa amostragem de espécimes
apresentou muita semelhanca no padrdo descritivo. Os fragmentos estavam completamente
epitelizados com delgada camada de queratina. No epitélio estratificado foram observadas
caracteristicas de remodelamento de um tecido jovem. Nas laminas foi observado a presenca
dos estratos tipicos da pele. No conjuntivo observou-se tipicidade do contetdo celular e da
organizacdo fibrilar e vascular. Havia presenca de fibroblastos com morfologia fusiforme
tipica, macrofogos, adipdcitos e varios acimulos eritrociticos fixados devido ao corte in vivo.
No tecido conjuntivo notou - se mais celularizacdo na porgdo superficial subjacente ao
epitélio. Houve reducdo da concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas
porcOes mais profundidade do espécime e ndo foram identificados infiltrados mononuclear
e/ou polimorfonuclear. Somente nos fragmentos de C9 foi evidenciado na imagem ampla da
lamina tecido conjuntivo denso com presenca de foliculos pilosos e glandula sebécea e no
fragmento de C12 observou-se sobre a camada cdrnea e queratina crosta formada por residuo
de tecido necrotico desidratado. O infiltrado leucocitario estava impregnado em meio a matriz
necratica.
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Figura 53 — Caracteristicas histologicas da pele intacta (réplica 1) — C19.

Fragmento completamente epitelizado com delgada camada de queratina néo
comprimida, estratificacdo tipica, conteldo celular padrdo, presenca de fibroblastos
fusiformes tipicos. O conjuntivo apresentou-se mais celularizado na porcdo superficial

subjacente ao epitélio.

Figura 54 — Caracteristicas histoldgicas da pele intacta (réplica 2) — C20.

Fragmento completamente epitelizado com delgada camada de queratina néo
comprimida, estratificagdo tipica, conteddo celular padrdo, presenca de fibroblastos
fusiformes tipicos. O conjuntivo apresentou-se mais celularizado na porcdo superficial

subjacente ao epitélio.
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Figura 55 — Caracteristicas histologicas da pele intacta (réplica 1) — Z1.

Fragmento completamente epitelizado com delgada camada de queratina. No epitélio
estratificado foram observadas caracteristicas de remodelamento de um tecido jovem. Notou-
se a presenca dos estratos tipicos da pele. No conjuntivo observou-se tipicidade do conteido
celular e da organizagdo fibrilar e vascular. Presenca de fibroblastos com morfologia
fusiforme tipica, macréfogos, adipdcitos e varios acumulos eritrociticos fixados devido ao
corte in vivo. O conjuntivo apresentou-se mais celularizado na porcao superficial subjacente
ao epitélio. Notou-se reducdo da concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno
nas por¢des mais profundidade do espécime. Néo foram identificados infiltrados mononuclear

e/ou polimorfonuclear.

Figura 56 — Caracteristicas histologicas da pele intacta (réplica 2) — Z2.
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Fragmento completamente epitelizado com delgada camada de queratina. No epitélio
estratificado foram observadas caracteristicas de remodelamento de um tecido jovem. Notou-
se a presenca dos estratos tipicos da pele. No conjuntivo observou-se tipicidade do conteido
celular e da organizacdo fibrilar e vascular. Presenca de fibroblastos com morfologia
fusiforme tipica, macr6fogos, adipdcitos e varios acumulos eritrociticos fixados devido ao
corte in vivo. O conjuntivo apresentou-se mais celularizado na porcao superficial subjacente
ao epitélio. Notou-se reducdo da concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno
nas por¢oes mais profundidade do espécime. Nao foram identificados infiltrados mononuclear

e/ou polimorfonuclear.
Figura 57 — Caracteristicas histoldgicas da pele intacta (réplica 3) — Z3.

; \

C9

y

Fragmento completamente epitelizado com delgada camada de queratina. Na imagem
ampla da lamina evidenciou-se conjuntivo denso com presenca de foliculos pilosos e glandula

sebacea.
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Figura 58 — Caracteristicas histologicas da pele intacta (réplica 1) — X1.

Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizagé&o fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macréfagos, adipdcitos e eritrocitos. O conjuntivo apresentou-se
mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da

concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas porcGes mais profundidade do

espécime.

Figura 59 — Caracteristicas histoldgicas da pele intacta (réplica 2) — X2.
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Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizagé&o fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macrdfagos, adipdcitos e eritrocitos. O conjuntivo apresentou-se
mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da

concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas porc¢des mais profundidade do

espécime.

Figura 60 — Caracteristicas histoldgicas da pele intacta (réplica 3) — X3.

Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizacao fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macréfagos, adipocitos e eritrocitos. O conjuntivo apresentou-se
mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da
concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas por¢fes mais profundidade do

espéecime.
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Figura 61 — Caracteristicas histologicas da pele intacta (réplica 1) —Y 1.

Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizagé&o fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macréfagos, adipdcitos e eritrocitos. O conjuntivo apresentou-se
mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da

concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas porces mais profundidade do

espécime.

Figura 62 — Caracteristicas histoldgicas da pele intacta (réplica 2) -Y 2.

Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizacao fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macrdfagos, adipdcitos e eritrocitos. O conjuntivo apresentou-se

mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da
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concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas porg¢fes mais profundidade do
espécime.

Figura 63 — Caracteristicas histologicas da pele intacta (réplica 3) —Y 3.

Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizacéo fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macréfagos, adipdcitos e eritrocitos. O conjuntivo apresentou-se
mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da

concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas porces mais profundidade do
espéecime.

Figura 64 — Caracteristicas histoldgicas da pele intacta (réplica 1) —~W1
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Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizagé&o fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macrdfagos, adipdcitos e eritrocitos. O conjuntivo apresentou-se
mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da

concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas porc¢des mais profundidade do

espécime.

Figura 65 — Caracteristicas histoldgicas da pele intacta (réplica 2) -W2.

Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizacao fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macrdfagos, adipocitos e eritrocitos. O conjuntivo apresentou-se
mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da
concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas por¢fes mais profundidade do

espéecime.
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Figura 66 — Caracteristicas histoldgicas da pele intacta (réplica 3) -W3.

Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizagé&o fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macrdofagos, adipocitos e eritrocitos. O conjuntivo apresentou-se
mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se redugdo da
concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas porg¢fes mais profundidade do

espécime.

Figura 67 — Caracteristicas histologicas da pele intacta (réplica 1) —-PG1.

Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizacao fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macréfagos, adipdcitos e eritrocitos. O conjuntivo apresentou-se

mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da
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concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas porg¢fes mais profundidade do

espécime.

Figura 68 — Caracteristicas histologicas da pele intacta (réplica 2) —-PG2.

Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizacéo fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macréfagos, adipdcitos e eritrocitos. O conjuntivo apresentou-se
mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da
concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas porces mais profundidade do
espécime. Observou-se sobre a camada cornea e queratina crosta formada por residuo de
tecido necrotico desidratado. Infiltrado leucocitario impregnado em meio a matriz necrética.
Abaixo da crosta nota-se o tecido epitelial em remodelacéo, tipico de um processo cicatricial.

Figura 69 — Caracteristicas histologicas da pele intacta (réplica 1) - AMGL.
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Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizacdo fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macrdfagos, adipdcitos e eritrocitos. O conjuntivo apresentou-se
mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da
concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas porcdes mais profundidade do

espécime.

Figura 70 — Caracteristicas histoldgicas da pele intacta (réplica 2) - AMG2.

Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizacéo fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macrofagos, adipécitos e eritrécitos. O conjuntivo apresentou-se
mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da
concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas por¢fes mais profundidade do

espéecime.

Figura 71 — Caracteristicas histologicas da pele intacta (réplica 1) — SAL 1.
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Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizagé&o fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macrdfagos, adipdcitos e eritrocitos. O conjuntivo apresentou-se
mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da
concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas porc¢des mais profundidade do

espécime.

Figura 72 — Caracteristicas histoldgicas da pele intacta (réplica 2) — SAL 2.

Fina camada de queratina. Remodelamento de tecido. Organizacédo fibrilar e vascular.
Presenca de fibroblastos, macrofagos, adipécitos e eritrécitos. O conjuntivo apresentou-se
mais celularizado na porcdo superficial subjacente ao epitélio. Notou-se reducdo da
concentracdo celular e aumento da quantidade de colageno nas por¢fes mais profundidade do

espéecime.
Discussao

O presente trabalho foi realizado em parceria com a empresa INNOVACORIUM
Gainesville — FL — USA e a Universidade De Brasilia com o intuito de testar pomadas de
hidrogel (IWD) com Andrographolide (Andrographis paniculata), Baicalin (Scutellaria
baicalensis), e Propolis, pois esses compostos juntos tem grande capacidade de melhorar a
cicatrizacdo de feridas com suas propriedades anti-biofilme, antinflamatorias, neo-
angiogénica, anti-agregacao plaquetaria e atividade fibroblastica. Os ativos separadamente ja
foram testados em uma série de ensaios clinicos e obtiveram resultados satisfatorios

acelerando a cicatrizacdo de feridas, epitelizacdo e regeneracdo epidermica (TRACY;
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MINASIAN; CATERSON, 2016; NURHASTUTI, 2019; LIU; BAO; WU, 2020). As
formulagdes IWD foram testadas comparativamente com trés hidrogéis de uso comercial
utilizadas para o fechamento de feridas crbnicas e controle negativo com solucdo salina.
Devido a sobrecarga existente nos tratamentos convencionais para manejo de feridas
pesquisas com novos ativos fitotetapicos sdo de extrema importancia para humanos visto que
s80 componentes naturais e causam menor resisténcia bacteriana e rejeicdo fisioldgica
(BOBBO MORESKI; GIACOMINI BUENO; VIEIRA DE SOUZA LEITE-MELLO, 2018).
O modelo experimental, em roedores e logomorfos, foi usado largamente, porém a
cicatrizacdo nesses animais ocorre de forma diferenciada. A anatomia, fisiologia e histologia
sdo diferentes e a retracdo da ferida se da pela retracdo do paniculo carnosus. Dessa forma, o
modelo excisional em suinos foi escolhido devido a similaridade com humanos nas partes
anatdmicas e fisiologicas de todo processo de cicatriza¢do ,(ZUO; YU; LU, 2016b). Além
disso, o corte profundo da derme até a fascia muscular exige que o corpo cicatrize por
segunda intencdo, precisando reestruturar toda a derme. Isso demanda de maior suporte
externo (curativos e pomadas) para fechar a ferida sem que haja contaminacéo.
(REFERENCIA). O modelo suino também garante que comparacdes de varios tratamentos
sejam feitas no mesmo individuo diminuindo assim possiveis variagdes. (THEUNISSEN et
al., 2016).

Trés métodos foram utilizados parar avaliar e comparar os efeitos do tratamento sendo eles a
avaliacdo visual, avaliacdo planimétrica digital para estimar a retragdo de ferida e anélise
histologica (DAVIS et al., 2018; NURHASTUTI, 2019; OLIVEIRA et al., 2020).

Os compostos utilizados nos hidrogéis IWD tem acdo antibiofilme, desbridante,
angiogénica epitelizante, antinflamatoria, anti-agregante plaquetéria, cicatrizante e
fibrinolitica e devido a isso, 0 comportamento das feridas corresponde com 0s ensaios clinicos
ja relatados (MANCONI et al., 2018; ASTRADA et al., 2019; ZHANG et al., 2020). Na
avaliacdo visual das feridas do Ensaio 1, houve um desprendimento precoce de debris entre
D7/D8 nas formulagdes IWD, por consequéncia também houve um inicio de preenchimento
de granulacdo mais precoce (D13), em relacdo aos controles positivos e negativo. Essa
retracdo mais significativa das feridas com as formulacbes IWD tem em vista a alta
capacidade do Propolis e do Hidrogel no desbridamento, reduzindo a quantidade de tecido
desvitalizado e melhorando o tecido de granulagdo para desenvolver feridas mais saudaveis
(WANG et al., 2020; ROCHA et al., 2022). No Ensaio 2, os hidrogéis reformulados com as
novas concentracdes (Tabela 1) (X, Y, W e Z) conseguiram melhorar o seu desempenho, pois
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houve encurtamento da fase inflamatéria (DO / D4) e o desbridamento das feridas iniciaram
de forma antecipada (D5). Isso acelerou a formacao do tecido de granulacdo (D8) e em D9 as
feridas tratadas com IWD apresentaram significativa retracdo. E antes do término do
experimento alguns tratamentos (IWD — W e IWD — Z) estavam com epitelizacéo total
(Grafico 2). Em ambos os Ensaios, na fase de remodelamento (D8/ D21), as feridas tratadas
com IWD demonstraram de forma clara formacdo de granulacdo e epitelizacdo efetiva.
Segundo Manconi e colaboladores (2018), estudos com camundongos in vivo demonstraram
que o Baicalin propiciou restauracdo completa de pele, maior angiogénese e com menor
inflamacdo. Os ativos que compdem os fitoterapicos sdo naturais e ndo produziram nenhum
efeito adverso nos tratamento IWD (ROSSITER et al., 2010; ORYAN et al., 2016).

A propolis verde consegue melhorar a angiogénese e a deposicdo de colageno
melhorando a qualidade e resisténcia da cicatrizacdo. Com a ferida livre de patdgenos e sendo
auxiliada pelos ativos todo processo de fechamento e acelerado. A analise de retracdo de
ferida através da planimetria digital evidenciou no Ensaio 1, que mesmo as formulacdes de
hidrogel IWD terem sido mais significantes na retracdo das feridas do que os controles
(GRAFICO 1), ndo houve reepitelizagio completa ao final dos 21 dias de experimento.
Contudo, no Ensaio 2 as feridas tratadas com IWD passaram por um processo inflamatério
mais curto, uma primeira semana com retracdo pouco expressiva em todos os tratamentos e
depois as feridas retrairam as bordas de modo que antes do fim do experimento algumas
estavam totalmente epitelizadas (IWD- W e IWD- Z) (Gréfico 2).

Os principais componentes do IWD te capacidade de melhorar a deposi¢do de
colageno e epitelizacdo. Na andlise histoldgica os materiais dos tratamentos IWD coletados no
Ensaio 1 apresentaram de forma geral deposicdo expressiva de tecido fibroelastico,
epitelizacdo, tecido conjuntivo frouxo e fibras de colageno de forma mais expressiva que nos
grupos controles. As 0s grupos tratados com IWD apresentaram qualidade superior na
cicatrizacdo devido o uso dos os ativos presentes no propolis, andrographolide e baicalin que
agem potencializando a deposicdo de colageno, protecdo antibacteriana e epitelizacdo (JIA et
al., 2018; PICOLOTTO et al., 2019). No Ensaio 2 o tratamento com hidrogel houve deposito
de colageno e epitelizacdo maior e caracterizacdo celular muito parecida para todos o0s

tratamentos.

De acordo com as analises visuais, planimétricas digitais e histologicas as formulacfes de

IWD obtiveram resultados significativamente superiores no preenchimento, retragéo de ferida
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e qualidade cicatricial nos dois ensaios, comparativamente, com 0s grupos controles negativo
e positivo. Esse resultado se ocorreu devido a acdo dos ativos em todas as fases de

cicatrizacao.
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13. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que todas as formulagbes de IWD
demonstraram eficacia curativa em suinos testados com feridas excisionais de espessura total
em comparacdo com lesdes tratadas com solucdo salina. Os produtos PG e AMG também
demonstraram eficécia de cura no teste. No Ensaio 12 formulac¢do IWD - A e o produto AMG
realizaram o melhor percentual de reducdo em 21 dias da ferida acima de 98%. As
formulacGes IWD no Ensaio 2 se comportaram de maneira similar atingindo resultados
elevados e semelhantes. Diferencas nas fases de cicatrizacdo das feridas excisionais dos
suinos entre os diferentes tratamentos e controle foram acompanhados histologicamente para
confirmar reorganizacdo tecidual ao longo do processo de reparacdo da pele. No El
novamente, IWD-A e D e AMG mostraram avancada reestruturacdo da camada epidérmica
desde o 15° dia de tratamento conseguindo maior deposicdo de colageno e epitelizacdo. As
feridas do E2 também conseguiram agregar componentes que melhoram a cicatrizagdo. No
exame visual dos dois ensaios os tratamentos de IWD conferiram as feridas melhor aspecto,
debridacdo e formacdo de tecido granuloso. As pomadas foram efetivas, pois se equipararam
aos tratamentos comerciais e melhoraram a qualidade da cicatrizacdo. O modelo de estudo
excisional in vivo em suinos foi efetivo para o estudo de cicatrizagao.

O manejo de feridas tem importancia global devo as limitagdes que podem criar.
Novos estudos com novos ativos devem ser realizados, pois a devemos desenvolver

tratamentos que além de melhorar o fechamento melhore também a qualidade da cicatriz.
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