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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

As feridas cutaneas representam alta prevaléncia no atendimento clinico de pequenos
animais. No entanto, como seu tratamento é um desafio, pois, em muitos casos,
possuem manejo de longo prazo, podendo gerar grande morbidade aos pacientes e
desgastes aos tutores. Diante destas dificuldades, o presente estudo teve por objetivo
avaliar uma opcao terapéutica, administrada por via topica, por meio da combinacao
de sete compostos naturais ozonizados a base de D-Pantenol, Prata Nanoparticulada,
Acido Salicilico e Oleos Essenciais (tomilho, Aloe vera, alecrim e malva), para a
cicatrizacdo por segunda intencdo de feridas cutaneas em ratos (Rattus norvegicus),
para tentar auxiliar no processo cicatricial, minimizando o tempo da cicatrizacdo e
melhorando a qualidade da mesma. Além disso, por ser um produto com compostos
advindos da natureza, o qual ndo provoca efeitos colaterais, principalmente quando
utilizado por longo periodo de tempo, de custo acessivel e facil manejo para o tutor,
colaborando assim para o sucesso do tratamento de feridas cicatrizadas por segunda
intencdo, minimizando o desconforto perante o tratamento, proporcionando bem-estar

e melhor qualidade de vida ao paciente.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Skin wounds represent a high prevalence in the clinical care of small animals.
However, as their treatment is a challenge, since, in many cases, they have long-term
management, which can generate great morbidity for patients and distress for
guardians. Faced with these difficulties, the present study aimed to evaluate a
therapeutic option, administered topically, through the combination of seven natural
ozonized compounds based on D-Panthenol, Nanopatrticulated Silver, Salicylic Acid
and Essential Oils (thyme, Aloe vera, rosemary and mauve), for healing by secondary
intention of cutaneous wounds in rats (Rattus norvegicus), to try to help in the healing
process, minimizing healing time and improving its quality. In addition, as itis a product
with compounds from nature, which does not cause side effects, especially when used
for a long period of time, with an affordable cost and easy handling for the owner, thus
contributing to the success of the treatment of wounds healed by second intention,
minimizing discomfort during the treatment, providing well-being and better quality of

life for the patient.
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CEUA — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdao da eficacia da
solugdo ozonizada a base de D-Pantenol, prata nanoparticulada, acido
salicilico e 6leos essenciais no tratamento de feridas cutineas em Rattus
norvegicus (Wistar)”, protocolo n° 2898/21, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
Andrigo Barboza De Nardi, que envolve a produgdo, manutengéo e/ou utilizagao de
animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da
lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS,
UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-SP, em reunido ordinaria de 28 de outubro
de 2021.

Vigéncia do Projeto 01/11/2021 a 01/03/2023

Espécie / Linhagem | Rattus norvegicus / Wistar

N° de animais 30

Peso / Idade 300 - 400g / 4 meses

Sexo Machos

Origem Biotério central da UNESP - Campus de Botucatu

Jaboticabal, 28 de outubro de 2021.
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Profa. Dra. Fabiana Pilarski
Coordenadora — CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n CEP 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
Tel. 16 3209-7100 - www.fcav.unesp.br
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AVALIACAO DA EFICACIA DA SOLUCAO OZONIZADA A BASE DE D-
PANTENOL, PRATA NANOPARTICULADA, ACIDO SALICILICO E OLEOS
ESSENCIAIS NO TRATAMENTO DE FERIDAS CUTANEAS EM Rattus
norvegicus (Wistar)

RESUMO - Feridas cutaneas representam alta prevaléncia no atendimento clinico de
pequenos animais. No entanto, seu tratamento é um desafio comum, pois, em muitos
casos, possuem manejo de longo prazo, o que pode gerar grande morbidade aos
pacientes e desgastes aos tutores. Ha diversidade consideravel de produtos
disponiveis no mercado, 0os quais buscam reducdo no tempo do processo cicatricial.
Entretanto muitos deles possuem custos elevados e sdo por vezes até mesmo toxicos
a longo prazo. Objetivou-se com este estudo, avaliar uma opcao terapéutica,
administrada por via tdpica, por meio da combinacdo de sete compostos naturais
ozonizados a base de D-Pantenol, Prata Nanoparticulada, Acido Salicilico e Oleos
Essenciais (tomilho, Aloe vera, alecrim e malva), para a cicatrizagdo por segunda
intencao de feridas cutaneas em ratos (Rattus norvegicus). Para isso, foram utilizados
30 ratos, distribuidos aleatoriamente no grupo controle (GC), o qual seria administrado
solucdo salina 0,9%, e grupo tratado (GT) em que seria administrado solucéo
ozonizada a base D-Pantenol, Prata Nanoparticulada, Acido Salicilico e Oleos
Essenciais (tomilho, Aloe vera, alecrim e malva). Foram confeccionados dois defeitos
na regiao dorsal de cada animal, em que no defeito cranial foi utilizado para avaliagao
da evolucdo da cicatrizacdo por meio de planimetria digital, utilizando o “Software
ImageJ”, e o defeito caudal para avaliagdo macroscépica da presenca de sinais de
inflamacédo, necrose, edema, crosta, tecido de granulacédo, secrecdo, aspecto da
secrecdo, coloracdo da ferida e aderéncia. As avaliacdes e a administracdo das
solucBes ocorreram em momentos pré-determinados T3 (trés dias de pés-operatério),
T7 (sete dias de pbés-operatorio) e T14 (quatorze dias de pds-operatério). Em relacéo
a mensuracgdo da area (cm?) da ferida, foi observado diferencga significativa entre os
grupos no terceiro dia de avaliacdo, em que o grupo tratado apresentou maior area.
Quanto a diferenca de area nos diferentes momentos de avaliagcéo, foi constatada
diferenca significativa do grupo controle (T3 — T7), em relacdo as outras diferencas de
area (T7-T14; T3-T14) dentro deste grupo e quando comparado com o grupo tratado.
Quando analisados os resultados obtidos na avaliagdo macroscépica, observou-se
que houve diferenca significativa em relacao as variaveis inflamacéao, necrose e tecido
de granulacdo, em que o grupo tratado apresentou no terceiro dia de experimento
namero maior de animais com inflamacao, necrose e tecido de granulacdo quando
comparado com o grupo controle. Tanto a solu¢do salina 0,9% quanto a solucéo
ozonizada contribuiram para a cicatrizacdo das feridas, fazendo-se assim,
necessarios mais estudos em relacdo a dose/efeito da solucdo ozonizada.

Palavras-chave: fitoterapicos, lesbes cutaneas, processo cicatricial, reparacdo de
feridas
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ASSESSMENT OF THE EFFECTIVENESS OF THE OZONIZED SOLUTION
BASED ON D-PANTHENOL, NANOPARTICULATED SILVER, SALICYLIC ACID
AND ESSENTIAL OILS IN MANAGEMENT OF CUTANEOUS WOUNDS IN Rattus
norvegicus (Wistar)

ABSTRACT - Skin wounds represent a high prevalence in the small animals clinical
care. However, their treatment is a common challenge, since in many cases, they have
long-term management, which can result in great morbidity for patients and distress
for clients. There is a considerable diversity of products available, which attempt to
reduce the time of the healing process. However many of them have costs and are
sometimes even toxic in long term use. The aim of this study was to evaluate the
administration of a therapeutic option, administered topically, through the combination
of seven natural ozonated compounds based on D-Panthenol, Nanoparticulated Silver,
Salicylic Acid and Essential Oils (thyme, Aloe vera, rosemary and malva), for the
healing by second intention of skin wounds in rats (Rattus norvegicus). For this, thirty
rats were used, randomly distributed in the control group (GC), which would be
administered saline solution 0,9%, and treated group (TG) in which ozonated solution
based on D-Panthenol, Nanoparticulated Silver, Salicylic Acid and Essential Oils
(thyme, Aloe vera, rosemary and malva). Two defects were made in the cutaneous
dorsal region of each animal, in which the cranial defect was used to assess the
evolution of healing through digital planimetry, using the “ImageJ Software” and the
caudal defect for macroscopic evaluation of the presence of sings of inflammation,
necrosis, edema, crust, granulation tissue, secretion, appearance of the secretion,
wound color and adherence. The evaluations and administration of the solutions
occurred at predetermined moments T3 (three days after the surgery), T7 (seven days
after the surgery) and T14 (fourteen days after the surgery). Regarding the
measurement of the area (cm?) from de wound, a significant difference was observed
between the groups on the third day of evaluation, in which the treated group had a
larger area. As for the area difference at different evaluation times, a significant
difference was found in the control group (T3 - T7), in compare to other area
differences (T7-T14; T3-T14) within this group and when compared with the treated
group. When analyzing the results obtained in the macroscopic evaluation, it was
observed that there was a significant difference in variables of inflammation, necrosis
and granulation tissue, in which the treated group presented, on the third day of the
experiment, greater number of animals with inflammation, necrosis and granulation
tissue when compared with the control group. Both the 0.9% saline solution and the
ozonized solution contributed to the healing of wounds, thus making further studies
necessary in relation to the dose/effect of the ozonated solution.

Keywords: healing process, herbal medicines, skin lesions, wound repair



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. INTRODUCAO

A ferida € qualquer interrupcédo da solucdo de continuidade de um tecido do
corpo. Apés a leséo, ha inicio de um complexo processo de reparacéo, o qual envolve
a combinacéo de eventos fisicos, quimicos e celulares, com o objetivo de promover a
regeneracao ou cicatrizacao tecidual (Amalsadval e Swain, 2014).

O processo cicatricial ocorre em fases, sendo classificadas em inflamatoria,
proliferativa ou de reparagéo e de maturagdo. Mediadores bioguimicos como citocinas
e fatores de crescimento sdo fundamentais para o acontecimento desses eventos
(Hosgood, 2017).

No decorrer dos séculos, o tratamento de feridas tem passado por modificacdes
para se obter melhores resultados no processo cicatricial no menor intervalo de tempo
(Nazaret, 2018). Devido a alta prevaléncia de afec¢Bes cuténeas, principalmente
feridas, no atendimento clinico-cirargico da Medicina Veterinaria, estudos sobre a
reparacao da pele e a investigacao de quais processos podem acelerar a cicatrizacao
tecidual tém sido desenvolvidos (Monteiro, 2007).

O manejo clinico das feridas associado as formulacdes fitoterapicas tem sido
muito utilizado na reparacdo tecidual, por proporcionar melhor qualidade de
cicatrizacdo e minimizar o tempo deste processo (Nazaret, 2018). Diversos compostos
naturais como 6leos de plantas, 6leo ozonizado, pomadas a base de fitoterapicos se
mostram eficazes na reparacao de lesdes cutaneas. Considerando assim as fases do
processo cicatricial, objetivou-se com este trabalho avaliar a administracdo da solucao
terapéutica, por meio da combinacdo de sete compostos naturais e ozonizados, para
o tratamento por segunda intencdo de feridas cutaneas em cobaias (Rattus

norvegicus).

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia da solugcdo ozonizada a base de D-Pantenol, Prata
Nanoparticulada, Acido Salicilico e Oleos Essenciais como opcdo terapéutica,



administrada por via tépica, para a cicatrizacdo por segunda intencdo de lesdes
cutaneas induzidas experimentalmente em cobaias (Rattus norvegicus) utilizando

avaliac6es macroscopica e planimetria digital.

2.1.0bjetivos especificos

— Avaliar o uso da solucdo ozonizada a base de D-Pantenol, Prata Nanoparticulada,
Acido Salicilico e Oleos Essenciais como adjuvante no processo de cicatriza¢ao
de feridas manejadas por meio de cicatrizagdo por segunda intencgéo;

— Comparar a evolucdo do processo cicatricial, das feridas tratadas com a solucao
ozonizada & base de D-Pantenol, Prata Nanoparticulada, Acido Salicilico e Oleos
Essenciais (tomilho, Aloe vera, alecrim e malva) versus feridas tratadas com
solucao salina 0,9% por meio de avaliagbes macroscopicas referentes a presenca
de sinais de: inflamacé&o, necrose, edema, crosta, tecido de granulacao, secrecao,
aspecto da secrecao, coloracao e aderéncia;

— Capturar, analisar imagens obtidas por meio de planimetria digital utilizando o
Software “lmageJ” e comparar a evolugdo do processo cicatricial por segunda
intencéo de feridas tratadas com a solugdo ozonizada a base de D-Pantenol, Prata
Nanoparticulada, Acido Salicilico e Oleos Essenciais versus feridas tratadas com

solucédo salina 0,9%.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.Sistema tegumentar

O sistema tegumentar € o maior 6rgdo dos mamiferos, em que a pele possui
varias funcdes de extrema importancia para o organismo, como producéo de vitamina
D, termorregulagdo, armazenamento de agua, gordura, eletrdlitos, carboidratos e
proteinas, e barreira frente a produtos quimicos, radiacdo, traumas e infecgbes
(Pavletic, 2018).

Histologicamente, a pele é dividida em epiderme, derme. Abaixo da derme ha

a hipoderme ou tecido subcutaneo, o qual possui um tecido conjuntivo frouxo com



adipdcitos. A hipoderme néo faz parte da pele, apenas a une aos tecidos subjacentes
(Mescher, 2018).

Basicamente, a epiderme é composta por queratinécitos, que atuam como
barreira protetora, mantendo a homeostase epidérmica; melandcitos, responsaveis
pela pigmentacao da pele; células de Langerhans que atuam no sistema imune, e as
células de Merckel, envolvidas na percepcao do toque. J4 a derme € composta por
fibras coldgenas, reticulares e elasticas, as quais sao circundadas por uma matriz
mucopolissacaridica. Essa camada possui vasos sanguineos e linfaticos, nervos,
foliculos pilosos, glandulas e fibras musculares lisas, que atuam no mecanismo de

termorregulacéo, forca, tenséo e flexibilidade (Lowrie Jr., 2020).

3.2.Classificacao das feridas

De acordo com Lopez (2008), as feridas podem ser classificadas em abertas e
fechadas, dependendo da integridade da pele. As feridas abertas possuem solucéo
de continuidade na pele ou mucosas, em que 0s tecidos adjacentes foram danificados.
Ja as feridas fechadas ndo possuem solucdo de continuidade, mesmo com tecidos
danificados, estes permanecem viaveis. Esmagamento, contusdes, entorse e fraturas
de tecidos moles ou 6sseos, sdo alguns exemplos de lesdes fechadas.

As feridas abertas, ainda podem ser classificadas quanto a sua etiologia, grau
de contaminacdo e tempo de ocorréncia. Em relacdo a etiologia pode-se citar: a
avulsdo, que € a separacdo dos tecidos e anexos de forma brutal, ocasionadas por
brigas entre animais, por exemplo; a abrasdo, que refere-se a perda da epiderme e
parte da derme por queimaduras; as incisdes e laceracdes, onde a incisdo é aplicada
guando com um objeto cortante realiza-se um corte com bordas regulares, e em
contrapartida, a laceracdo da-se por cortes de conformacdo e bordas irregulares; as
perfuracdes que sao ocasionadas por objetos perfurantes como vidros, projéteis,
facas, entre outros (Waldron e Zimmerman-Pope, 2003). De acordo ainda com
Waldron e Zimmerman-Pope (2003), o grau de contaminacdo € outra classificagdo
dada as feridas sendo: ferida limpa, criadas cirurgicamente com técnica asseptica;
limpa-contaminada, em que ha presenca minima de contaminacdo a qual pode ser
removida; contaminada, quando possui quantidade consideravel de contaminagéo,

com presenca de microrganismos, com alto comprometimento da técnica asséptica e



suja-infectada, quando ha um processo infeccioso, como feridas traumaticas antigas,
abertas e com presenca de secrec¢fes purulenta e exsudato com tecidos lesionados.
Em relagéo ao tempo de ocorréncia, elas séo divididas em trés classes: lacera¢des
limpas, ocasionadas em até seis horas; feridas contaminadas ocasionadas entre seis

a 12 horas e feridas infectadas com mais de 12 horas de ocorréncia.

3.3.Fases de cicatrizacao de feridas

A cicatrizagdo é o reestabelecimento da integridade fisica interna e/ou externa
de estruturas corpéreas, em que ha complexa interacdo entre as células da matriz
extracelular e outros fatores, como os de crescimento e as citocinas (Masi et al., 2016).
Imediatamente apds a lesdo cutanea, o processo cicatricial se inicia de acordo com
as fases de: inflamacéao, reparo ou proliferativa e maturacéo (Pristo, 2012; Kramer e
Jaines, 2022).

Apos o ferimento, em que ha destruicdo de células endoteliais, de vasos
sanguineos e extravasamento de sangue e linfa, ocorre vasoconstricdo devido a
liberagdo de vasoativos como, catecolaminas, serotonina, bradicinina e histamina,
para diminuir o sangramento em questdo. Esta hemorragia é de curta duragéo, e em
seguida, acontece vasodilatacdo para que células e fluidos dos vasos sanguineos
migrem para 0 espaco extravascular, para diluir substancias toxicas e promover a
diapedese leucocitaria (Simas, 2010). Posteriormente, ocorre ativacdo da agregacao
plaguetaria para a formacdo de um codgulo, em que sela temporariamente a ferida,
impedindo a entrada de patdégenos, além de agir como rede para migracdo de
mondcitos, neutrofilos, fibroblastos e células endoteliais. Todos estes eventos causam
os sinais cardinais da inflamacéo: calor, vermelhiddo, edema e dor. Os neutréfilos,
sdo as primeiras células a migrarem, mas ap6s 48 a 72 horas, 0s mondcitos
circulantes que foram para a ferida juntamente com os neutréfilos, sofrem acdo do
fator de crescimento transformante beta (TGF-), diferenciando-se em macrofagos.
Os macrofagos tém papel fundamental nas fases seguintes, pois regulam substancias
que sinalizam o recrutamento de outras células importantes para que ocorra a
fagocitose de bactérias e debris, para a liberacado de metaloproteinases que degradam
a matriz extracelular (MEC) proviséria e facilitar a migracdo de células para a ferida

na fase proliferativa (Souza e Mann, 2011).



Na fase proliferativa, ocorre a formacdo do tecido de granulacdo, devido a
proliferacdo de fibroblastos, sintese e deposicdo de colageno, de elastina e
proteoglicanos, os quais amadurecem o tecido fibroso, e angiogénese. A angiogénese
refere-se a formacéo de novos vasos a partir de capilares pré-existentes ao redor da
ferida. Ha substituicdo da fibrina da lesdo por colageno, e o apice se da entre duas a
trés semanas apOs a ocorréncia da lesdo. A principio, ha o predominio de colageno
tipo Ill, formando uma camada mais delgada, e este progressivamente € substituido
por colageno tipo I, que, por ser mais denso, confere maior tensdo a ferida. Para
finalizar esta fase, ocorre a epitelizacédo, em que células epidérmicas se mobilizam e
migram para que as bordas das feridas se unam e cessem esse processo (Hosgood,
2017).

A maturacao € a ultima fase, em que o colageno tipo Ill imaturo é substituido
por colageno tipo I, onde as fibras colagenas desorganizadas sédo degradadas por
acao enzimatica de metaloproteinases, e as células do tecido de granulacdo sofrem
apoptose. Com a diminuicéo dos capilares e da celularidade, a cicatriz torna-se mais
clara e macia (Hosgood, 2017).

3.4.Tratamento de feridas cutaneas

No atendimento clinico em Medicina Veterinaria, rotineiramente atende-se caes
e gatos que apresentam feridas cutdneas de diferentes etiologias, na maioria das
vezes ocasionadas por traumas, como atropelamento, mordidas, entre outros. Apés a
avaliacdo do paciente e da ferida, € importante planejar em etapas sequenciais 0
manejo desta (Silva, 2018).

De acordo com Silva (2018), baseado na avaliacao da ferida pode-se optar por
uma das quatro formas de cicatrizagdo existentes: por primeira intengdo, com
aproximacédo das bordas por meio de suturas, com minima formacao de tecido de
granulacao; por primeira intencdo com retardo, em que a infec¢éo € controlada e as
bordas podem ser aproximadas; por segunda intencdo, em que as bordas ndo sao
aproximadas, com formacéo de tecido de granulacéo, epitelizacdo e contracdo da
ferida, e por fim por terceira intencdo que ocorre quando a ferida cicatriza por segunda

intencdo, e assim que esta apresenta certa melhora, com tecido de granulagao



saudavel, aplica-se posteriormente a cicatrizagcao por primeira intencao, realizando a
oclusdo com sutura.

A tricotomia ampla da area ao redor do ferimento deve ser realizada para evitar
contaminagao iatrogénica e melhorar a viabilidade do tecido. Para proteger a ferida
dos pelos cortados, séo utilizadas gazes estéreis umedecidas com solucéo fisioldgica
ou gel, realizando-se em seguida a antissepsia dos arredores com clorexidina ou
iodopovidona (Lopez, 2008).

Posteriormente, faz-se uma lavagem copiosa do ferimento com alta pressao,
afim de retirar detritos necroticos, diminuir a contaminacgéo local e hidratar o local.
Essa lavagem pode ser realizada com solucfes isotdnicas como a solucéo fisiolégica
0,9% ou a solucdo de Ringer com Lactato, por ndo causarem mais danos teciduais
(Silva, 2018).

O desbridamento também é fundamental para remover tecidos desvitalizados
gue se, deixados no local atrasam a reparacao da ferida. Este procedimento consiste
na retirada de tecido morto ou danificado, corpos estranhos e microrganismos que
interferem nos mecanismos de defesa locais e aumentam o tempo de cicatrizagcdo. A
remocdo destes tecidos desvitalizados pode ser feita por excisdo cirargica,
mecanismos autoliticos, enzimas e bandagens secas-umidas. Com as margens e leito
limpos é possivel realizar o fechamento do ferimento por primeira intencao ou segunda
intencdo de acordo com avaliacéo individual do caso (MacPhail e Fossum, 2019).

O desbridamento cirdrgico, consiste na remocdo de musculos e quaisquer
tecidos desvitalizados por incisdo em camadas, ou seja, em blocos, para preservacao
de nervos, tenddes e 0ssos. Deve-se tomar cuidado com esse tipo de desbridamento
para ndo remover excessivamente tecido viavel (Silva, 2018). Apds o desbridamento
cirdrgico, a maioria das feridas sado tratadas por segunda intencdo, com curativos
hidrofilicos e bandagens. Ha o desbridamento autolitico, que consiste na criacdo de
um ambiente Umido para que enzimas enddgenas dissolvam tecidos inviaveis.
Curativos hidrofilicos, semioclusivos e oclusivos sdo os utilizados nesse tipo de
desbridamento, em que os fluidos da leséo ficam em contato direto com o tecido
inviavel (MacPhail e Fossum, 2019).

Outro desbridamento utilizado € o enzimatico, que consiste na aplicacao topica

de enzimas para a degradacao dos tecidos inviaveis. Os agentes enzimaticos mais



utilizados séo a tripsina, fibrinolisina, protease ou colagenases. Eles decompdem o
tecido necrosado e liquefazem o coagulo e a biopelicula bacteriana, fazendo com que
0os antibidticos tenham um melhor contato com a lesdo, desenvolvendo uma
imunidade celular e humoral (Silva, 2018).

E por fim o desbridamento mecénico, que consiste na aderéncia de bandgens
a superficie da ferida, por meio de pensos umido-a-seco (“wet-to-dry”) ou seco-a-seco
(“dry-to-dry”) em que apods sua secagem e remogao, os detritos e as camadas
superficiais da ferida séo eliminados também (MacPhail e Fossum, 2019).

As bandagens sao muito utilizadas, por protegerem o ferimento e fornecerem
ambiente adequado para a cicatrizacdo, reduzindo o edema e a hemorragia,
eliminando o espaco morto e imobilizando o tecido necrotico (Davina, 2017).

Pavletic (2018), afirma que as bandagens devem ter trés camadas: a primaria,
gue € a de contato com a superficie do ferimento, a secundaria que é a intermediaria
e a ultima camada, que é a mais externa. A camada de contato com a superficie da
ferida, serve para desbridar o tecido, absorver o exsudato e manter os farmacos
topicos em contato com o ferimento, podendo ser aderente ou ndo. A camada
aderente pode ser Umida-seca ou seca-seca, e tem a funcdo de desbridar o tecido.
Os curativos ndo aderentes, tém a funcdo de proteger o tecido de granulacdo, sendo
0s mais utilizados: hidrogel, hidrocoloides, e alginato de calcio.

A segunda camada, intermediaria, é absorvente, remove e armazena agentes
Nocivos como sangue, soro, exsudato, detritos, bactérias e enzimas. Quando este tipo
de curativo permite a evaporacao de fluido, o crescimento bacteriano é retardado e
concentra-se mais o exsudato. Esta camada deve ser espessa e com capilaridade
para a absorcao, protegendo a lesdo de traumas e mantendo a primeira camada em
contato com o meio quando ha movimentacao. O algodao hidrofilico € o material mais
utilizado nesta camada, e uma pressdo deve ser aplicada durante a confeccao da
bandagem para ser eliminado o espaco entre a ferida e a camada de contato, e entre
as camadas de contato e a intermediaria (MacPhail e Fossum 2019).

A Ultima camada, tem a funcéo de apoio, pressao e protecédo para as outras
camadas. Os materiais para sua confec¢do podem ser gaze em rolo, malha tubular

ou atadura cirargica (Simas, 2010).



3.5.Tratamento de feridas cutaneas com produtos naturais

O tratamento de lesdes cutaneas € estudado desde a antiguidade, e ao longo
do tempo modifica¢cdes foram ocorrendo com o propdsito de minimizar o tempo de
cicatrizacdo e melhorar sua qualidade (Ribeiro et al., 2018). Pelo fato do processo
cicatricial ser complexo, estudos com produtos oriundos da natureza comecaram a
ser desenvolvidos, principalmente por haver complicacbes na cicatrizacdo de
ferimentos (Vitor, 2015). De acordo com Reis Filho et al. (2014), estes produtos sdo
de baixo custo, tém acgéo interativa nas fases da cicatrizacao de feridas, e podem doar,
manter ou remover fluidos da ferida, permitindo intervalos maiores entre as trocas de
curativos e propiciando um processo mais rapido e com menores complicacdes no

processo cicatricial.

3.5.1. D-Pantenol

O D-Pantenol é uma pré-vitamina do grupo complexo B, que tem a propriedade
de protecdo, correcdo e renovacdo da pele. Guimardes et al., (2011) relatam que
quando administrada por via tOpica, essa substancia se converte em &cido
pantoténico, o qual € um constituinte natural da pele. H4 uma ativacéo de fibroblastos
gue acelera a epitelizacao de feridas, formando um epitélio com um elevado nivel de
fibras mais organizadas, para formar a epiderme. Com isso, ajuda na cicatrizacdo de
feridas provenientes de queimaduras, fissuras, lesdes de coOrnea ulcerativa,
dermatoses piogénicas e dermatites alérgicas (Moraes et al., 2013).

Pugliese (1995) realizou um estudo com a emulsdo de agua e 6leo de D-
Pantenol a 5% em feridas de pele, verificando que houve uma reducéo do eritema e
uma regeneracao tecidual sélida.

Presto et al. (2020), desenvolveram um estudo para analisar a agao reparadora
da pele in vivo, utilizando solugédo topica com 5% de D-Pantenol, colocando no
fechamento da epiderme humana o modelo “suction-blister” por cinco dias. Foi
observado uma significativa aceleracdo no processo de regeneragcao e da barreira

epidérmica com o uso deste topico quando comparado com um placebo.



3.5.2. Prata Nanoparticulada

A nanotecnologia esta sendo utilizada atualmente para modular os metais em
tamanho nanométrico e modificar as propriedades fisicas, quimicas e Opticas destes.
Dessa forma, a prata metdlica na forma de Prata Nanoparticulada (AgNP), se torna
um forte agente antimicrobiano. O efeito inibitério dos ions de prata (Ag+) ocorre
devida adsorcdo na parede celular carregada negativamente, desativando enzimas
celulares, destruindo assim a permeabilidade, e levando a lise celular e morte da
célula bacteriana (Vargas, 2018).

Grassi e Grassi (2021) em sua revisdo de literatura sistematica sobre
cicatrizacdo de feridas, relatam que Mohseni e colaboradores (2019) em seu estudo
afrmam que AgNP tem sido muito utilizada por apresentar propriedades
antibacterianas, principalmente contra bactérias resistentes, ndo sendo téxica ao
corpo humano e com alto eficacia nas aplicacdes medicinais.

Hajialyani et al. (2018), afirmam que as nanoparticulas de prata
biossintetizadas em associacdo com fitoterapicos, potencializam a cicatrizacdo de
feridas, além de retardar e prevenir infec¢cdes bacterianas. Em um estudo realizado
por estes pesquisadores, em feridas de camundongos, com AgNP sintetizada com
extrato da folha Catharanthus roseus, pode se observar um excelente controle do
crescimento bacteriano e fangico, reducao consideravel do tamanho da ferida e a
inducéo de sua cicatrizacdo. Outra observacéo feita por estes estudiosos € a de que
a aplicacéao tépica de AgNP associada a fitoterapicos resulta em aumento na sintese
de colageno por meio da hidroxilagdo da prolina, a qual forma a hidroxiprolina, que
funciona como um marcador no teor de colageno, que é responsavel por acelerar o
processo cicatricial. Além disso, a epitelizacdo completa com queratinizacdo, bem
como, a proliferagéo de tecido conjuntivo fibroso ocorreu com a administragdo das
nanoparticulas. Na fase inicial da cicatrizagdo, foi observado também um aumento da
hidroxiprolina e de proteinas totais, devido a AgNP biossintetizada, confirmando o
efeito desta nanoparticula na deposicéo proteica da matriz no tecido de granulagéo e

na hiperplasia celular.
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3.5.3. Acido Salicilico

O Acido Salicilico é um composto fenodlico produzido por plantas como
Nicotiana tabacum, Cucumis sativus e Arabidopsis thaliana. Seu papel € muito
importante nos processos fisioldgicos, atuando na indugéo das respostas de defesa
contra patdgenos. Este possui propriedades importantes no processo cicatricial de
feridas, como acdes anti-inflamatoérias, analgésicas, antipiréticas e antimicrobianas.
Por ser biocompativel, ndo possui resisténcia microbiana (Figueira, 2016).

Corréa, Coltro e Farina Junior (2016) afirmam que o Acido Salicilico é
considerado um emoliente e agente queratolitico, o qual € muito utilizado em peles
ressecadas, com crostas, e hiperceratose, atuando também como antisséptico.

De acordo com Pinto (2013), o acido salicilico é muito utilizado no tratamento
da psoriase em placas em humanos por ser uma substancia com acao queratolitica,

ter efeitos esfoliantes nas lesdes com hiperqueratose e agir como anti-inflamatario.

3.5.4. Oleos Essenciais

Os o6leos essenciais advém de metabdlitos extraidos de plantas, de complexa
composi¢do quimica. Utilizados desde a antiguidade para fins medicinais e estéticos,
tornaram-se um grande aliado da industria farmacéutica. Suas atividades terapéuticas
sdo importantes as ac¢fes antioxidantes, microbianas, larvicidas, fungicidas,
antineoplasicas, anti-inflamatérias, analgésicas, hidratante, cicatrizante e antisséptica
(Sa et al., 2020).

Varios compostos podem formar os éleos essenciais como, tomilho, alecrim,
Aloe vera e malva. O Thymos vulgaris, conhecido como tomilho, € um vegetal utilizado
como cosmético e fitoterdpico. Age como antimicrobiano natural, antisséptico,
antiespasmadico, anti-helmintico e antitérmico (Fiore e Gongalves, 2012; Fouyer,
2017). Uma reviséao de literatura sobre a utilizacao de 6leos essenciais ha cicatrizacao
de feridas realizada por Nascimento et al. (2022), relata que a presenca do tomilho
teve uma oOtima acdo antioxidante, aumentando consideravelmente a presenca de
enzimas como superéxido dismutase e glutationa peroxidase em varios tecidos.

O alecrim do campo, pertence a familia Lamiaceae, e é utlizado como
cosmético e fitoterapico. Suas fungbes principais sdo: antisséptico, aumento da

producdo de bile pelo figado, aumento da digestdo gastrica, anti-espasmoético e
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narcotico. Em um estudo com pacientes humanos diabéticos que possuiam feridas
nos pes, foi aplicado 6leo de alecrim duas vezes ao dia por quinze dias, apresentando
um resultado satisfatério na cicatrizagdo, principalmente na formacao do tecido de
granulacao (Souza et al., 2013).

Soares (2019) em um estudo realizado com 6leo essencial a base de alecrim
na forma de pomada a 0,05% para o tratamento de feridas cutaneas confeccionadas
em modelo experimental, ratos Wistar, verificou o0 mesmo tempo de cicatrizagdo que
0 grupo controle positivo, tratado com dexametasona. Porém, ndo ocorreu edema,
vermelhidao e prurido durante o processo cicatricial quando comparado com o grupo
controle.

A Aloe vera € uma das 300 espécies da planta Aloe catalogadas, sendo essa
de maior concentracao nutritiva quando em gel. Em diversos estudos de lesbes de
pele como, queimaduras, danos por irradiacéo, e Ulceras venosas e isquémicas foram
observadas suas acfes cicatrizantes, anti-inflamatoria, protetora de pele, sendo
emoliente e suavizante, e contendo vitaminas C, E, complexo B e acido félico,
aminoacidos essenciais e polissacarideos que estimulam o crescimento dos tecidos e
a regeneracao celular (Mercés et al., 2017).

Souza et al. (2013) utilizaram Aloe vera em pacientes caninos e felinos com
feridas por traumas e pos-operatorio de castrados, e observaram auséncia de
deiscéncia, secrecdo e auséncia de edema. A justificativa para uma étima cicatrizacao
dada pelos autores do estudo, € que essa planta tem moléculas biologicamente ativas
gue atuam sobre os fibroblastos durante a reepitelizagéo.

Em uma coletanea de estudos realizada por Prado et al. (2018) propde-se que
a Aloe vera produza prostaglandinas, aumente a migracao de leucocitos e diminua a
concentracdo de TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) nos processos inflamatdérios.
Relatam ainda acdo antitumoral, inibicdo do crescimento de células cancerigenas e
diminuicdo de metastases.

Na familia Malvaceae encontramos a Malva sp., que tem como propriedades
medicinais agdo emoliente, expectorante, anti-inflamatoria em feridas inflamadas ou
inflamacéo das vias respiratérias e potencial antioxidante (Tamboorena et al., 2011).
Lorenzi e Matos (2002) afirmam que a Malva € uma planta mucilaginosa e

adstringente, com efeito de suavizar a irritacdo dos tecidos e minimizar inflamacoes.
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Nasiri et al. (2015) relataram que o uso topico de farmacos com Malva sylvestres
resulta em significativa melhora na cicatrizacdo de queimaduras profundas em ratos,
devido a rapida contracao do tecido, presenca exuberante de tecido de granulacao, e
reducdo no tempo de epitelizacdo, com formagcao de nova derme sem presenca de

infeccéo ou inflamacéao.

3.5.5. Ozbnio terapéutico

O gas ozbnio é considerado um poderoso oxidante medicinal, tendo em sua
composicédo 5% de 0zonio e 95% de oxigénio. E indicado para diversos tratamentos
como doencas infecciosas, vasculares e isquémicas, dermatopatias, enfermidades
pulmonares, renais, hematolégicas, autoimunes, neurodegenerativas, sendo
veiculado em 6leo ou agua. No tratamento de feridas é indicado por ter acao oxidante,
bactericida, bacteriostatica, promovendo assim a formacao de tecido de granulagcéo
(Araujo, 2014). Em contato com a pele, ele reage com acidos graxos poli-insaturados
e goticulas de agua, que se localizam na camada superior da derme, e resulta em
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de lipideos oxidantes (LOP), onde se encontra
a molécula de peréxido de hidrogénio (H202). Essa molécula que é transitéria no
organismo, devido a acdo neutralizante do sistema antioxidante existente, é
responsavel por sinalizar aos leucécitos, para que estes ativem a tiroxina quinase para
ocorrer a fosforilacdo do fator de transcricdo nuclear. Esta contribui para a sintese de
varias proteinas, como as citocinas, que sdo fundamentais para a ativacdo do sistema
imune. O o0zbnio também tem a capacidade de interagir com varios componentes do
sangue, como eritrocitos, ativando a producado de ATP através da ativacao da glicolise,
o qual gera moléculas de oxigénio que permeiam os tecidos com hipoxia. Quando em
contato com as plaquetas, liberam fatores de crescimento que auxiliam na reparacao
tecidual. Nas células endoteliais, promovem neoangiogénese e vasodilatacdo
(Marino, 2013).

Peker et al. (2020) afirmam em um estudo com ratos que apresentavam
gueimaduras na pele, que o tratamento topico com ozbnio obteve um resultado
significativo na cicatrizacao das feridas. Em outro estudo com ratos Wistar, em que
feridas cutaneas foram confeccionadas no dorso, foi utilizado como tratamento 6leo

de copaiba ozonizado e 6leo de copaiba puro, e os resultados demonstraram que 0s
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dois tipos de 6leos contribuiram para uma boa cicatrizacdo dos defeitos cutaneos,
tanto macroscopica quanto microscopicamente, afirmando assim que esses
compostos também podem ser utilizados nas reparacdes epiteliais de animais (Silva,
2015).

Kume e colaboradores (2021), estudaram qual efeito os 6leos essenciais
ozonizados apresentaria no tratamento de esporotricose (micose ocasionada pelo
fungo Sporothrix schenckii), e como resultado observaram uma acéo antifingica em
um tempo médio de 20 minutos para eliminacgéo total do agente infeccioso.

Um compilado de estudos experimentais e clinicos sobre a cicatrizacdo de
feridas cutaneas, realizado por Anzolin, Da Silveira-Kaross e Bertol (2020), afirmam
que a utilizacdo de 6leo ozonizado, por via tépica, contribui para a cicatrizacdo de
feridas agudas e cronicas, devido ao aumento da expresséo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) por meio da neovascularizacdo, além de apresentar
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antifingicas que também auxiliam
neste processo.

Xiao et al. (2017), demonstraram por meio de feridas em camundongos que o
0leo ozonizado facilitou o processo cicatricial devido a migracao de fibroblastos via
sinalizacao PI3K/Akt/mTOR.
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CAPITULO 2 — AVALIACAO DA EFICACIA DA SOLUCAO OZONIZADA A BASE
DE D-PANTENOL, PRATA NANOPARTICULADA, ACIDO SALICILICO E OLEOS
ESSENCIAIS NO TRATAMENTO DE FERIDAS CUTANEAS EM Rattus norvegicus
(Wistar)

RESUMO - Feridas cutaneas representam alta prevaléncia no atendimento clinico de
pequenos animais. No entanto, seu tratamento é um desafio comum, pois, em muitos
casos, possuem manejo de longo prazo o que pode gerar grande morbidade aos
pacientes e desgastes aos tutores. Ha diversidade consideravel de produtos
disponiveis no mercado, os quais buscam reducdo no tempo do processo cicatricial,
entretanto muitos deles séo custos e por vezes até mesmo toxicos a longo prazo.
Objetivou-se entdo com este estudo, avaliar a aplicacdo de uma opcao terapéutica,
administrado por via tépica, por meio da combinacdo de sete compostos naturais
ozonizados a base de D-Pantenol, Prata Nanoparticulada, Acido Salicilico e Oleos
Essenciais (tomilho, Aloe vera, alecrim e malva), para o tratamento por segunda
intencao de feridas cutaneas em ratos (Rattus norvegicus). Para isso, foram utilizados
30 ratos, distribuidos aleatoriamente no grupo controle (GC) e grupo tratado (GT).
Foram confeccionados dois defeitos na regido dorsal de cada animal, em que no
defeito cranial foi utilizado para avaliacdo da evolucao da cicatrizagcdo por meio de
planimetria digital, e o defeito caudal para avaliacdo macroscépica. As avaliacdes e a
aplicac@o das solugdes ocorreram em momentos pré-determinados T3 (trés dias de
pos-operatorio), T7 (sete dias de pds-operatorio) e T14 (quatorze dias de pos-
operatério). Em relagdo a mensuracdo da area (cm?), foi observado diferenca
significativa entre os grupos no terceiro dia de avaliacdo, em que o grupo tratado
apresentou maior area. Quanto a diferenca de area nos diferentes momentos de
avaliacao, foi constatada diferenca significativa do grupo controle (T3 — T7), em
relacdo as outras diferencas de area (T7-T14; T3-T14) dentro deste grupo e quando
comparado com o grupo tratado. Quando analisados os resultados obtidos na
avaliacdo macroscopica, observou-se que houve diferenca significativa em relacao as
variaveis inflamacéo, necrose e tecido de granulacdo, em que o grupo tratado
apresentou no terceiro dia de experimento nimero maior de animais com inflamacao,
necrose e tecido de granulacdo quando comparado com o0 grupo controle. Tanto a
solucdo salina 0,9% quanto a solucao ozonizada contribuiram para a cicatrizacao das
feridas, fazendo-se assim, necessarios mais estudos em relacdo a dose/efeito da
solucéo ozonizada.

Palavras-chave: fitoterapicos, lesbes cutaneas, processo cicatricial, reparacdo de
feridas.



19

1. INTRODUCAO

As feridas cutaneas apresentam alta prevaléncia no atendimento clinico
veterinério, e sdo causadas por agentes fisicos, quimicos ou biolégicos. Tais danos
acarretam reparacao tecidual, a qual € um processo complexo que visa manter a
integridade do organismo (Silva, 2015).

O processo cicatricial possui varias fases, as quais sdo interdependentes e
ocorrem simultaneamente, visando a reparacgéo tissular. Estas fases estéo divididas
em fase inflamatoria, fase de proliferacdo ou regeneracéo e fase de maturacdo. H4
anos, o homem tenta interferir no processo de cicatrizacéo de feridas, com o intuito
de minimizar o seu tempo e melhorar cada vez mais a qualidade do mesmo (Ramos,
2015).

Neste sentido, varias medidas terapéuticas tém sido estudadas para auxiliar na
reparacao das feridas cutaneas, principalmente nos animais de companhia. Estudos
envolvendo compostos naturais como d-pantenol, prata nanoparticulada, acido
salicilico, 6leos essenciais e 0zonio diluido em agua ou 6leo, tém sido desenvolvidos
para diminuir os gastos para o tutor, para facilitar o tratamento referente a aplicagéo
tdpica, para amenizar o estresse do paciente por propiciar um tratamento eficaz em
um curto periodo de tempo (Almeida, 2015).

Mediante ao exposto anteriormente, objetivou-se com este trabalho avaliar a
aplicacéo tépica de uma solucgédo terapéutica ozonizada a base de D-Pantenol, Prata
Nanoparticulada, Acido Salicilico e Oleos Essenciais, para o tratamento por segunda

intencao de feridas cutaneas em cobaias (Rattus norvegicus).

2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi executada nas dependéncias do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV)
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal,
Estado de Sdo Paulo. A metodologia deste experimento respeitou as diretrizes dos
Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotado pelo Conselho Nacional de

Controle de Experimentacao Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comisséo de
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Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo nimero 2898/21, da mesma

instituicao.

2.1 Selecao dos animais

Foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus, variacdo Wistar), adultos,
machos, com peso médio de 400g. Os animais foram precedentes do Biotério Central
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de Botucatu, e
durante todo o experimento mantidos em gaiolas individuais em condi¢des de alimento
e agua ad libitum.

Estes animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos distintos: 15
ratos no grupo controle (GC), tratados com solucédo salina estéril 0,9%, e 15 ratos no
grupo tratado (GT) utilizando solucdo ozonizada a base de D-Pantenol, Prata
Nanoparticulada, Acido Salicilico e Oleos Essencias (tomilho, Aloe vera, alecrim e
malva).

O protocolo anestésico utilizado foi composto por acepromazina? (dose de
3mg/kg) aplicada via subcutanea e cetamina® (dose de 10mg/kg) via intraperitoneal.

2.2 Descricao dos produtos aplicados

As solucdes foram acondicionadas em frascos ambar para preserva-las da luz
ultravioleta (UV) e identificadas como solugéo A utilizada no grupo controle (GC), e
solucéo B, utilizada no grupo tratado (GT) (Figura 1).

2 Apromazin 1% ® Injetavel, Syntec
3 Cetamin 10%® Injetavel, Syntec
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Figura 1. Imagem fotogréafica das Solu¢des A
e B acondicionadas em frascos ambar.
Solugdo A correspondente a solucao salina
estéril 0,9% e Solugdo B correspondente a
solucdo ozonizada a base de D-Pantenol,
Prata Nanoparticulada, Acido Salicilico e Oleos
Essenciais.

A formulagcédo, empresa fabricante, via de administracdo, forma de aplicacéo,
condicbes de conservacdo, apresentacdo e identificagcdo dos produtos estéo

demonstrados no Quadro 1 e 2.
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Quadro 1. Formulacdo, empresa fabricante, via de administracdo, indicacdo de aplicacao,
condicdes de conservacgéo, apresentacdo e identificacdo da Formulacdo A — Solugéo Salina
Estéril 0,9%.

Formulacéao Solucéo Salina Estéril 0,9%.
Via de administracao Tépica (“spray”).
Borrifar o produto na area lesionada em
Indicacao de aplicacéo guantidade suficiente para promover a total

cobertura da mesma.

Conservar em local seco, fresco, ao abrigo da
luz solar e sempre fechado. Manter fora do
alcance de criancas e animais domesticos.
Conservar em temperatura entre 15°C a 30°C.
Produto acondicionada em frasco “spray” e
identificado pela letra “A”.

Condicdes de conservacéao

Apresentacdao e identificacdo

Quadro 2. Formulacdo, empresa fabricante, via de administracéo, indicagdo de aplicagéo,
condicbes de conservacdo, apresentacdo e identificacdo da Formulacdo B — Solucdo
Ozonizada & base de D-Pantenol, Prata Nanoparticulada, Acido Salicilico e Oleos Essenciais.
Solucéo ozonizada de D-Pantenol, Prata

Formulacéao Nanoparticulada, Acido Salicilico e Oleos
Essenciais.
Empresa fabricante INOVET
Via de administracao Topica (“spray”).
Borrifar o produto na area lesionada em
Indicacao de aplicacéo guantidade suficiente para promover a total

cobertura da mesma.

Conservar em local seco, fresco, ao abrigo da luz
solar e sempre fechado. Manter fora do alcance de
criancas e animais domésticos. Conservar em
temperatura entre 15°C a 30°C

Produto acondicionada em frasco “spray” e
identificado pela letra “B”.

Condicdes de conservacéao

Apresentacdao e identificacéo

2.3 Procedimento cirurgico

Apbs a inducdo anestésica, cada animal foi posicionado em decubito ventral, e

submetido a ampla tricotomia e antissepsia com clorexidina* e alcool. Dois defeitos

4 Riohex 2%® Rioquimica
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cutaneos foram demarcados com caneta dermografica Texta 700®° e régua na regido
dorsal do rato, na forma quadrangular, com cada lado medindo 1 cm. Entre as figuras
geométricas manteve-se um espaco de 0,5 cm (Figura 2A). Os dois defeitos foram
realizados para avaliar a cicatrizacdo por segunda intengcdo, sendo que, no defeito
cranial, a avaliacdo foi realizada por meio de decalque da ferida, para posterior
mensuracdo da area (cm?). Ja o defeito caudal, foi utilizado para avaliacao
macroscopica da ferida. Para a inciséo utilizou-se uma lamina de bisturi nimero 15.
O tecido subcutaneo foi afastado por divulsdo, e todo fragmento composto por pele e
subcutéaneo foi descartado (Figura 2B). Em seguida, foi realizado curativo com
bandagem, composta por gaze estéril umedecida com a solucdo A para 0 grupo
controle e solucdo B para o grupo tratado, seguido de atadura, fixados com
esparadrapo.

No pdés-operatério imediato, os animais receberam morfina® (3mg/kg a cada 12

horas), por via subcutanea, nos trés primeiros dias.

3 g A e
Figura 2. Representacdo fotogréfica da sequéncia dos procedimentos realizados. Em (A)
marcacgao dos defeitos na regido dorsal em rato Wistar com caneta dermogréfica Texta 700®
e régua, na forma quadrangular, com cada lado medindo 1 cm e espaco entre as figuras
geométricas de 0,5 cm. Em (B) os dois defeitos cutdneos confeccionados, apés procedimento
cirdrgico, na regido dorsal do rato, para analise da cicatriza¢do por segunda intencéo, sendo
gue no defeito cranial (CR) esta analise foi realizada por meio de decalque da ferida, para
posterior mensuracao da area (cm2). Ja o defeito caudal (CA), foi utilizado para avaliacdo
macroscopica da ferida.

5 Caneta dermografica Texta 700®
6 Dimorf — Sulfato de Morfina 10mg/mI®, Cristalia
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2.4 Avaliacdo macroscopica das feridas

As trocas dos curativos foram realizadas nos tempos T3 ou 3" dia, T7 ou 7° dia
e T14 ou 14° dia de p6s-operatdrio, em ambos os grupos. Para a retirada do curativo,
foi instilado lidocaina’ (dose 0,5mg/kg) sobre a gaze que cobria a ferida para diminuir
o desconforto dos animais caso esta estivesse aderida. Apds a retirada das
bandagens, a avaliacdo macroscopica das feridas foi realizada por trés avaliadores
graduados em Medicina Veterinaria, em que as variaveis de presenca de sinais de
inflamacé&o, necrose, edema, crosta, tecido de granulagéo, secrecdo, aspecto da
secrecdo, coloracdo e aderéncia foram classificadas em ausente, discreta, moderada

e intensa (Quadro 3).

Quadro 3. Classificacdo e caracteristica macroscopica durante a cicatrizacdo das feridas
cutaneas realizadas no dorso de ratos Wistar, de acordo com as variaveis macroscépicas
observadas.

Classificacao Caracteristica macroscopica

Ausente Quando ndo apresentava a alteracao.

Quando menos de 25% da ferida apresentava a caracteristica
Discreto avaliada.

Moderado Quando 25-75% da ferida apresentava a caracteristica avaliada.

Quando mais de 75% da ferida apresentava a caracteristica

Intenso .
avaliada

2.5 Mensuracao da area das lesdes

Posteriormente a avaliacdo macroscopica, foi realizado no defeito cranial um
decalque da lesdo utilizando-se pelicula transliucida transparente, previamente
esterilizada, para mensuracao de sua area. Esta pelicula foi sobreposta a ferida e o
desenho foi obtido pela demarcacéo de toda circunferéncia com o auxilio de caneta

esferografica de ponta fina Piloto®8, como representado na Figura 3A. Ao lado do

7 Lidocaina 2% Sem Vaso Constritor Injetavel 20mI® (Xylocaina), Hipolabor
8 Caneta esferografica de ponta fina Piloto®
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decalque, foi desenhado um traco com 1 cm de comprimento para servir de escala no
processamento computacional, como demonstrado na Figura 3B.

Em seguida, o curativo foi reaplicado, seguindo a mesma conduta aplicada no
pés-operatorio imediato. No sétimo e 14° dias, foram realizados os mesmos
seguimentos, avaliacdo macroscopica da ferida e decalque da lesdo. Os animais

foram eutanasiados no ultimo dia de experimento com sobredose anestésica.

\oN

B

Figura 3. Imagem fotografica da troca de curativo em que foi realizado em (A) decalque da
lesdo com pelicula translicida transparente sobreposta a ferida, previamente esterilizada,
para demarcacao de toda sua circunferéncia por meio de caneta esferografica de ponta fina
Piloto® para mensuragéo da area. Em (B) desenho do traco de 1cm de comprimento ao lado
do decalque da ferida, utilizado como escala para o processo computacional.

2.6 Planimetria digital do decalque

Os registros do decalque das feridas, realizados nas peliculas translicidas
foram digitalizados e, posteriormente, analisados pelo “Software ImageJ™ verséo
1.5j8, com o objetivo de calcular a area das mesmas por meio da conversao de “pixels”
em cm?,

Para essa padronizacéo, utilizou-se a ferramenta “Straight Line Selection”, por
meio do traco desenhado de 1 cm ao lado da ferida e, em seguida, selecionou-se a
opgao “Set Scale” na guia “Analyse”. Posteriormente, isolou-se a imagem a ser
avaliada com o auxilio da ferramenta “Rectangular Selections” e da opgao “Crop” na

guia “Image” (Figura 8B). Para a imagem ser segmentada, selecionou-se a guia

9 Wayne Rasband, National Institute of Healht, USA



26

‘Image”, a opg¢ao “Adjust” seguida da opg¢ao “Threshold Color’. Nessa janela
“Threshold Color”, a opgao “B&W?” foi selecionada, e com isso a imagem foi convertida
em escala preto e branco. Ainda na guia “Image”, foi escolhida a opgéao “Type” e em
seguida “8-bit” para a binarizagdo da imagem. Em seguida, na guia “Process”, a opgéo
“Binary” foi escolhida, seguida da opgao “Close- “, para colorir qualquer ponto dentro
da imagem que nao estivesse em preto. Apos a cobertura de toda area a ser avaliada,
na guia “Analyse” a opgéao “Analyse Particles” foi selecionada para a mensuragéo da

area em cm? (Apéndices).

2.7 Avaliacdo dos dados e analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no Software R (versdo 3.6.3). O valor
da area inicial de cada ferida obtido em TO, pos-operatdrio imediato, foi padronizado
para os dois grupos estudados, sendo os valores de areas obtidos nos momentos
subsequentes calculados através da formula: AA= ((AIL — AFL) / AIL) * 100, onde AlIL
se refere a area inicial da lesdo, AFL a area final da lesdo e AA a diferenca das areas
de lesdo. Nos dados de area e diferenca entre as areas em funcdo dos tempos de
avaliacao o efeito do grupo e do tempo (dia) foi avaliado pelo teste de Friedman, e sua
interacdo utilizado o teste de Kruskal-Wallis e post teste de Dunns. Diante de interacdo
significativa, utilizou-se o Software estatistico GraphPad Prism (versao 6.01) para a
demonstracao dos gréficos.

Para a avaliacdo macroscopica das feridas, que foram classificadas em
ausente, discreta, moderada e intensa, referentes a presenca de sinais de inflamacao,
necrose, edema, crosta, tecido de granulacdo, secrecdo, aspecto da secrecao,
coloragdo e aderéncia, e realizada por trés avaliadores, incialmente avaliou-se a
variacado entre esses avaliadores por meio do teste de Kruskal-Wallis e post teste de
Dunss e o método de concordancia de Bland-Altman. Nos casos em que estas
variacdes ndo se apresentaram significativas, realizou-se entdo mediana entre os trés
avaliadores. O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar 0os grupos em relacao
a proporcdo do aparecimento dessas variaveis. Os valores resultantes de cada
variavel apresentam-se como a mediana + a faixa interquartil (IQR). Em todos os

testes a significancia foi declarada a P< 0,05.



27

3. RESULTADOS

Durante a execucéo do experimento, seis vieram a 6bito sem causa definida ao
longo dos dias de avaliagédo, sendo que o grupo controle ficou com 14 animais e 0
grupo tratado com 10 animais.

Durante a retirada das bandagens, instilava-se lidocaina sobre a gaze que
recobria a lesédo, devido a aderéncia que havia no local, para que o animal néao

sentisse dor no momento da retirada do curativo.

3.1 Avaliacéao por planimetria

Em relacdo a mensuracdo da area (cm?) realizada por meio de planimetria do
decalque da ferida, ndo foram observadas diferencas significativas (P=0,135), quando
comparados os diferentes dias de avaliacdo em cada grupo. Porém o grupo tratado
apresentou tendéncia em apresentar maior area (P=0,083), e também maior diferenca
de area (P=0,085) entre os tempos de avaliacdo em relagdo ao grupo controle, como

demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Mediana = faixa interquartil das areas (cmz2) e diferenca entre as areas em
funcao dos grupos controle e tratado e tempos de avaliacdo (dia 3, 7 e 14).

Grupo P-valor
Controle Tratado Grupo Tempo G xT
Area (cm?) 576 £3,30 8,21 +4,47 0,083 0,135 <0,001

Diferenca area (cm?) 2,79+2,84 5,22+4,30 0,085 0,140 <0,001

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam significancia pelo teste de Friedman
(p =0,05). G x T = interacédo do grupo e os dias de avaliagao avaliada pelo teste de Kruskal-
Wallis.

Quando observados os valores das areas (cm2), houve interacao significativa
entre os grupos e os dias de avaliacdo, com p<0,001, em que a &rea do grupo tratado
no terceiro dia foi maior (10,46 cm?), quando comparada com o0s outros dois dias de
avaliacdo (T7 e T14) deste grupo e com os trés dias de avaliacdo do grupo controle,
como apresentado na Figura 4. No 14° dia de avaliagdo, ambos os grupos
apresentaram areas menores em relacdo ao primeiro dia de avaliagéo, sendo que no
GC a éarea (2,86 cm?) foi menor que o GT (3,86 cm?).
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Figura 4. Mediana + faixa interquartil das areas (cm?) durante os dias de avaliagdo do grupo
controle e grupo tratado. Letras diferentes (a, b, ¢, d) indicam significaAncia da interacdo do
grupo e os dias de avaliagdo avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,001).

A diferenca entre as areas nos dias de avaliacdo apresentou interacao
significativa entre os grupos, p<0,001, sendo que a diferenca de area (T3-T14) do GC
foi maior que as diferencas T3-T7 e T7-T14 dentro deste grupo e quando comparada
com as diferencas de tempo do GT, como demonstrado na Figura 5. A diferenca de
area T3-T7 (1,20cm?) e T7-T4 (2,82 cm?) do grupo controle foram as menores
observadas neste experimento. No decorrer do experimento esta diferenca de
mensuracdo da area desaparece, e ambos 0s grupos concluem seu processo

cicatricial semelhantemente, como mostrado na Figura 6.
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Figura 5. Mediana + faixa interquartil da diferenca entre as areas (cm?) quando comparado
os dias de avaliacdo 3 e 7 (T3-T7), 7 e 14 (T7-T14) e 3 e 14 (T3-T14) do Grupo Controle e
Grupo Tratado. Letras diferentes (a, b, ¢, d) indicam significaAncia da interagdo do grupo e os
dias de avaliacdo avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,001).
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GRUPOS T3 T7 T14

GRUPO CONTROLE |

GRUPO TRATADO

Figura 6. Imagem demonstrando a evolug¢éo do processo cicatricial, nos tempos de
avaliacdo T3, T7 e T14 dos grupos controle e tratado.

3.2 Avaliacdo Macroscopica

Na avaliagdo macroscopica das feridas, algumas diferencas foram observadas
entre 0s grupos, em relacdo as variaveis inflamacéo, necrose e tecido de granulacao.
No T3 e T7 dia de avaliacéo, a proporcdo dos escores auséncia, discreta, moderada
e intensa de inflamacé&o, foi similar para ambos os grupos. Porém, no décimo quarto
dia, houve diferenca significativa (p<0,028) quanto a auséncia de inflamacao, em que
0 grupo controle ndo apresentou nenhum individuo com esta caracteristica,
diferentemente do grupo tratado em que trés de dez animais, apresentaram
inflamag&o com escore discreto.

Em relacdo a presenca de necrose, apenas no terceiro dia de avaliacao foi
observada diferenca significativa entre os grupos (p<0,005), sendo que 14,3% dos
animais do GC apresentaram esta variavel, diferentemente do GT, em que 70% dos
animais tiveram necrose discreta. Nos outros dois dias de experimento, a propor¢cao
de necrose com 0s escores ausente, discreta, moderada e intensa, foram similares
em ambos 0s grupos, como demonstrado na Tabela 2.

Quando os grupos foram comparados em relacdo a presenca de edema, ndo
foi observada diferenca significativa nos trés dias de avaliacdo, como apresentado na
Tabela 2.
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Tabela 2. Proporcdo da presenca de inflamacao (PINF), presenca de necrose (PNEC) e
presenca de edema (EDEMA) em fun¢éo dos grupos (A = Controle e B= Tratado) e tempos

de avaliagéo (dias 3, 7 e 14).

*ocorréncia de diferenca significativa (p<0,005)

GRUPOA GRUPOB

GRUPOA GRUPOB

GRUPOA GRUPOB

P-valor P-valor P-valor
Dia 3 Dia 7 Dia 14

PINF
Ausente 13/14 9/10 0,802 8/14 7/10 0,577 14/14 7/10 0,028*
Discreta 0/14 1/10 0,226 5/14 3/10 0,577 0/14 3/10 0,028*
Moderada 1/14 0/10 0,388 1/14 0/10 0,388 0/14 0/10 0,999
Intensa 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
PNEC
Ausente 12/14 3/10 0,005 12/14 9/10 0,754 14/14 10/10 0,999
Discreta 2/14 7/10 0,005* 2/14 1/10 0,754 0/14 0/10 0,999
Moderada 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
Intensa 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
EDEMA
Ausente 13/14 9/10 0,802 13/14 9/10 0,802 14/14 10/10 0,999
Discreta 1/14 0/10 0,388 1/14 1/10 0,802 0/14 0/10 0,999
Moderada 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
Intensa 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999

Durante os trés dias de avaliagao, ndo foram observadas diferenca significativa

entre os grupos em relacdo a presenca de crosta. Em relacao a presenca de tecido

de granulacédo, houve uma diferenca significativa (p=0,018) entre 0s grupos no terceiro

dia de avaliacdo, em que GC apresentou menos animais com esta caracteristica

(6/14), quando comparado com GT em que nove dos 10 animais apresentaram essa

variavel, como apresentado na Tabela 3 e Figura 7.

As variaveis relacionadas a quantidade de secrecdo e aderéncia nao

apresentaram diferenca significativa entre os grupos durante todo o estudo. Ambos

apresentaram entre 90% a 100% de auséncia de secre¢do, enquanto no quesito

aderéncia, foi observado um escore intenso em torno de 100% para ambos, como

mostra a Tabela 3.
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Tabela 3. Crosta, granulacdo, secrecéo e aderéncia, em funcao dos Grupo Controle (GC) e
GrupoTratado (GT) e tempos de avaliacdo (dias 3, 7 e 14).

*ocorréncia de diferenca significativa

GC GT GC GT GC GT
——  P-valor P-valor P-valor
Dia 3 Dia7 Dia 14
CROSTA
Ausente 13/14  9/10 0,802 11/14 9/10 0,458 5/14 3/10 0,577
Discreta 0/14  0/10 0,999 1/14 0/10 0,388 5/14 6/10 0,239
Moderada 1/14  0/10 0,388 1/14 1/10 0,458 2/14 1/10 0,754
Intensa 0/14 1/10 0,226 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
GRANULACAO
Ausente 4/14 1/10 0,269 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
Discreta 6/14  9/10 0,018 3/14 0/10 0,117 3/14 5/10 0,143
Moderada 4/14 1/10 0,269 10/14 9/10 0,269 9/14 5/10 0,484
Intensa 0/14  0/10 0,999 0/14 1/10 0,226 1/14 0/10 0,388
SECRECAO
Ausente 13/14  9/10 0,802 13/14 10/10 0,388 14/14 10/10 0,999
Discreta 1/14  0/10 0,388 1/14 0/10 0,404 0/14 0/10 0,999
Moderada 0/14 1/10 0,226 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
Intensa 0/14  0/10 0,999 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
ADERENCIA
Ausente 0/14 1/10 0,226 1/14 0/10 0,388 1/14 0/10 0,388
Discreta 0/14  0/10 0,999 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
Moderada 0/14  0/10 0,999 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
Intensa 14/14  9/10 0,226 13/14 10/10 0,388 13/14 10/10 0,388
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Figura 7. Representacdo fotogréfica das feridas com tecido de granulacdo no
terceiro dia de avaliagdo macroscopica. Em (A), animal do grupo controle
apresentando os defeitos cutaneos com algumas areas preenchidas por tecido de
granulagao, de coloragéo vermelho claro, brilhante e pouco granuloso. Em (B),
animal do grupo tratado apresentando as feridas com preenchimento total por
tecido de granulacéo, de coloragéo vermelho intenso, brilhante e granuloso.

Quando avaliado a caracteristica de coloracdo das feridas, nao foi observado
diferenca entre os grupos em todos os dias de experimento, sendo que todas foram
classificadas com coloracdo résea. Do mesmo modo, ndo ocorreu diferenca
significativa entre os grupos em relacdo ao aspecto da secrecéo, nos trés dias de
avaliacdo, como apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4. Aspecto da secrec¢do e coloracdo da ferida em funcéo dos Grupo Controle (GC) e
Grupo Tratado (GT) e tempos de avaliacdo (dias 3, 7 e 14).

GC GT GC GT GC GT
————  P-valor ———— P-valor P-valor
Dia 3 Dia7 Dia 14

ASPECTO SECREGCAO

Ausente 13/14 9/10 0,802 13/14  10/10 0,388 14/14 10/10 0,999
Exsudato inflamatério 0/14 1/10 0,226 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
Purulento 1/14 0/10 0,388 1/14 0/10 0,388 0/14 0/10 0,999
Hemorragico 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
Coloracdo da ferida

PALIDA 1/14 0/10 0,388 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
ROSEA 13/14 10/10 0,388 14/14 10/10 0,999 14/14 10/10 0,999
AZULADA 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999
ENEGRECIDA 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999 0/14 0/10 0,999

4. DISCUSSAO

De acordo com Ribeiro et al. (2013), ha varios relatos na literatura cientifica de
produtos fitoterapicos com diversas indicacdes terapéuticas, sendo que muitos sao
utilizados na farmacopeia brasileira.

Neste estudo, utilizou-se a solucdo ozonizada de D-Pantenol, Prata
Nanoparticulada, Acido Salicilico e Oleos Essenciais para avaliar sua eficacia na
cicatrizacdo por segunda intencéo de feridas cutaneas induzidas em ratos Wistar. Na
revisdo de literatura ndo foi encontrado experimentos utilizando esta mesma
formulacdo. Encontrou-se apenas estudos com aplicacdo topica desses compostos
isoladamente ou combinados com outros compostos para avaliar a cicatrizacao de
feridas em ratos.

Ribeiro et al. (2013), realizaram um estudo em equinos para avaliar a eficacia
de um produto comercial a base da associacgao de fitoterapicos (tintura de Calendula
officinales, tintura de Striphnodendron barbatiman, tintura de Synphytum officinales,
Aloe vera, tintura de Matricaria chamomilla, Echinacea angustifélia e tintura de
propolis) na cicatrizagdo de lesdes cutaneas induzidas, e quando analisaram a
evolucao cicatricial através da mensuragao das areas das feridas, observaram que ao
longo dos 28 dias de tratamento ndo houve diferenca significativa entre o grupo

controle e o grupo tratado. Da mesma forma neste experimento, ndo foi observada
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diferenca significativa durante os momentos de avaliacdo em relacdo a mensuracao
da area em cada grupo.

No terceiro dia do presente experimento, porém, constatou-se que o grupo
tratado apresentou um valor maior de area quando comparado com os outros dias de
avaliacdo dentro deste grupo e em relacdo ao grupo controle. Estes achados
corroboram as observacdes feitas por Nazaret (2018) em seu estudo que comparava
a acdao cicatricial do farmaco a base de tartarato de ketanserina e asiaticosideo com
solucédo salina estéril 0,9%, onde nos dias trés e sete de avaliagdo, o grupo tratado
também apresentou trés pacientes com lesdes maiores em relacdo ao dia zero de
avaliacdo. De acordo com Madison e Gronwal (1992) na fase inicial do processo de
contracao da ferida, as bordas da leséo se organizam por meio da retragao na forma
centrifuga, fazendo com que sua area aumente nesse periodo. Barber (1990), afirma
gue imdiatamente apés o traumatismo ocorre aumento da area da ferida por conta da
associacdo de perda de tensdo e edema da pele. Além desses processos
mencionados por Madison e Gronwal (1992) e Barber (1990), provavelmente a
solucdo ozonizada prolongou a fase inflamatdéria, a qual tem duracao de 48 a 72 horas,
como observado nos resultados obtidos.

Em um estudo realizado por Vieira et al. (2008), onde compararam as solucdes
de prépolis 20%, cha verde e solucéo fisiologica 0,9% no tratamento de feridas
induzidas em ratos, foi observado que no grupo tratado com solucao fisiolégica as
feridas cicatrizaram na mesma proporc¢éo dos outros dois grupos, sendo constatado
gue apenas a manutencdo da ferida limpa ja auxilia no processo cicatricial. Esses
achados corroboram os observados neste estudo, em que o grupo controle
apresentou maior diferenca de area (T3-T14), em comparacdo as suas outras
diferencas de area (T3-T7 e T7-T14), e com todas as diferencas de area do grupo
tratado. Tais observacdes sugerem que a solucdo ozonizada além de interferir na fase
inflamato6ria do processo cicatricial, também nao apresentou a eficiacia esperada
guando comparada com a solucéo salina 0,9% na cicatrizac&o das feridas.

No decorrer dos dias trés e sete de experimento, ndo foram observados sinais
de inflamacdo em ambos os grupos, sendo que apenas no décimo quarto dia, trés
animais do grupo tratado foram caracterizados com escore discreto em relagéo a esta

variavel, resultando em diferenca significativa quando comparado ao grupo controle,
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em que nenhum animal apresentou esta caracteristica. Diante deste achado, acredita-
se que algum componente da solucédo ozonizada possa ter interferido diretamente na
fase inflamatéria, como mencionado anteriormente. De acordo com Bocci (2006), para
cada fase da leséo, deve-se utilizar concentracdes diferentes de 6leo ozonizado, para
gue ocorra as acdes anti-inflamatodria, regenerativa e remodeladora. O indicado para
feridas contaminadas € uma concentracdo mais alta de ozb6nio, por volta de 20
microgramas/ml, em contrapartida, para feridas que se encontram na fase de
proliferagcdo e remodelagéo indica-se solugbes com 5 microgramas/ml de ozobnio.
Diante do exposto, faz-se necessario mais estudos para verificar se € especifico da
espécie utilizada neste experimento (Rattus norvegicus) este tipo de reacéo cutanea,
quando aplicado por via topica este tipo de solucdo, ou se as concentracdes dos
compostos utilizados nesta solugdo, principalmente a concentragdo de o0zonio,
possam ter interferido de alguma forma no retardo da fase inflamatoria do processo
cicatricial do grupo tratado.

O GT apresentou diferenca significativa em relacdo a variavel necrose, no
terceiro dia de avaliacdo, quando comparado com o GC. Provavelmente, este achado
se deve também a maior duracdo da fase de inflamacdo da ferida, em que foi
observado uma maior area da ferida, evidenciando que a solucdo ndo apresentou
efeito benéfico em relacdo a ocorréncia desta variavel. Em contrapartida, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos quando analisado a presenca de crosta. De
acordo com Monteiro et al. (2007), faz-se importante no tratamento de feridas a
realizacdo de curativos, pois impede o ressecamento de substancias importantes
como fibrina e leucdcitos, evitando formacdo de crostas. Este resultado pode ter
ocorrido também devido & presenca de Acido Salicilico da solu¢éo ozonizada utilizada
no grupo tratado, que possui propriedades queratoliticas. Corréa, Coltro e Farina
Junior (2016), realizaram estudo sobre o tratamento de epidermdlise bolhosa
hereditaria em humanos, e constataram que um dos cuidados realizados com 0s
pacientes para diminuir as crostas presentes nas feridas, € o uso desse acido, por ter
acdo de descamacao e dissolucdo da camada cérnea da epiderme, estimulando
assim a regeneracao epidermal por meio da esfoliagdo. Pinto (2013) também referiu
que a aplicacéo de acido salicilico no tratamento de psoriase em placas em humanos,

apresentou efeitos esfoliantes nas lesdes com hiperqueratose, diminuindo as crostas,
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corroborando os achados deste estudo. De acordo com Mandelbaum et al. (2003), os
curativos sdo importantes por produzirem umidade local, impedindo assim a formacéao
de crosta, proporcionando uma melhora de 35 a 45% da reepitelizacédo da ferida,
confirmando os resultados obtidos neste estudo, em que curativos foram realizados
logo apds o pos-operatério e nos demais dias de avaliacéo.

Quando analisada a variavel tecido de granulacédo, observou-se que no terceiro
dia de experimento o GT se sobressaiu em relagéo ao GC, apresentando nove de dez
animais com esta caracteristica. A utilizagdo da solucao ozonizada a base D-Pantenol,
Prata Nanoparticulada, Acido Salicilico e Oleos Essenciais, pode ter favorecido o
aparecimento do tecido de granulagcdo no grupo tratado, pois de acordo com
Guimaraes e colaboradores (2011), o D-Pantenol, quando aplicado via tépica,
favorece a ativacéo de fibroblastos e acelera a epitelizac&o. Verificou-se, que o tecido
de granulacéo apresentava coloracédo vermelho intenso, brilhante e granuloso. Araudjo
(2010), afirma que uma das principais caracteristicas envolvidas na cicatrizacdo é a
presenca de tecido de granulacdo, o qual surge por volta do segundo ou terceiro dia
apos um trauma, corroborando com os resultados obtidos neste estudo.

Diante de todos os resultados obtidos sobre as varidveis macroscopicas, torna-
se indispensavel avaliacdo microscépica para comparar 0S grupos e verificar se
realmente a solucdo ozonizada teve o mesmo efeito que a solucdo salina 0,9% em

relacdo ao processo cicatricial das feridas.

5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que a aplicacédo tépica da
solucdo ozonizada & base de D-Pantenol, Prata Nanoparticulada, Acido Salicilico e
Oleos Essencias utilizada neste estudo, ndo exerceu efeito expressivo sobre a
cicatrizacdo das feridas cutaneas induzidas em ratos, quando comparada com a
solucdo salina 0,9%. Ambas as solu¢des contribuiram para o processo cicatricial

durante os quatorze dias de avaliacao.
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APENDICES

AVALIACAO MACROSCOPICA DAS FERIDAS

TRATAMENTO A

Data da avaliacdo:

Numero do paciente:

ESCALA % PRESENCA DE | PRESENCA DE
INFECCAO NECROSE
Ausente 0 O O
Discreto <25% O O
Moderado 25— £ &)
i 75%
Intenso >75% (8] O
Escala % EDEMA | PRESENCA TECIDO DE SECRECAO
DE CROSTA | GRANULACAO | QUANTIDADE
Ausente 0 ] O O O
Discreto | <25% | O - @] @] O
Moderado | 25— 0 @) O 0
75% i
Intenso | >75% §] O 0 @)

ESCALA | SECRECAO | ESCALA | COLORACAO | ESCALA | % | ADERENCIA

ASPECTO - DA FERIDA
Ausente [ O -~ Palida O ausente 0 S]
Exsudato 0 Rosea =) Discreto | <25% 0
inflamatério R 3
Purulento O Azulada O Moderado | 25— O
75%
Hemorragico =) Enegrecida O Intenso | >75% O




AVALIAGAO

MACROSCOPICA
DAS FERIDAS
P
TRATAMENTO B
Data da avaliacio:
Niumero do paciente:
ESCALA % PRESENCé DE | PRESENCA DE
INFECCAQ NECROSE
Ausente 0 ) O
Discreto <25% O O
Moderado 25— O ]
75%
Intenso >75% ] O
Escala % EDEMA | PRESENCA TECIDO D1§ SECRECAO
DE CROSTA | GRANULACAQO | QUANTIDADE
Ausente 0 =] ] m] O
Discreto | <25% | O 0 5] i)
Moderado | 25— a (] 0 O
75% .
Intenso | >75% ) 8] 0 O

ESCALA | SECRECAQ | ESCALA | COLORACAO | ESCALA | % | ADERENCIA
ASPECTO DA FERIDA

Ausente =] ‘| Palida a ausente 0 a

Exsudato o Rosea a Discreto | <25% o
inflamatério

Purulento [ Azulada O Moderado | 25— (]

75%

Hemorragico ] Enegrecida =) Intenso | >75% 0
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Figura 8. Prints de tela para demonstrar 0s passos para a mensuracao da area do decalque
de feridas cutaneas pelo programa “ImageJ” versao 1.5j8. (A) padronizacdo da escala em
centimetros; (B) isolamento da &rea do decalque a ser avaliada; (C), (D) e (E) segmentacéo

e binarizagdo da imagem.
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Figura 9. Print de tela para mostrar os passos para a mensuragdo da area do decalque de
ferida cutinea pelo programa “ImageJ” versdo 1.5j8. Analise da area (cm2) ocupada pela
imagem.



