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APRESENTACAO

A presente dissertacdo faz parte das obrigacdes para a obtencéo do titulo de
Mestre em Cirurgia Veterinaria pelo Programa de Pés-Graduacdo em Cirurgia
Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP —
campus de Jaboticabal — SP. Este trabalho foi apresentado no formato de
capitulos para melhor compreenséo e apresentacdo dos resultados, no qual o
capitulo 1 (um) representa as consideracdes gerais, englobando a introducéo,
revisdo de literatura, objetivos, hipéteses e o resumo da metodologia; o capitulo
2 (dois), por sua vez, sera o artigo cientifico; e o capitulo 3 (trés) correspondera

as consideracdes finais.
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EFEITO DA UTILIZACAO DA MOXATERAPIA E POLIHEXAMETILENO
BIGUANIDA (PHMB) NA CICATRIZACAO DE FERIDAS EM CAES

RESUMO - O processo de cicatrizacdo € um fendmeno biologico
essencial para a sobrevivéncia dos animais. Assim, estudar a cicatrizacdo e
encontrar meios para melhorar este processo € altamente relevante. O
polihexametileno biguanida (PHMB) assim como a moxaterapia, tem sido
utilizado na cicatrizagéo de tecidos, mas a evidéncia dos seus efeitos € escassa
na literatura médica. Assim, este estudo, objetivou analisar as acdes
terapéuticas, com énfase no tempo de cicatrizacdo das feridas, apés a utilizacao
dos produtos supracitados. Foram utilizados 40 cées higidos, sem distin¢do de
género, raca, idade, com peso entre 10 e 30 kg. Os animais foram castrados e,
no mesmo momento cirdargico, foi criada uma lesédo cutanea limpa, circular na
regido abdominal, com 1 cm de diametro. Eles foram divididos em 4 grupos
experimentais de 10 animais cada. Grupo Moxaterapia, Grupo PHMB 2 vezes ao
dia e Grupo PHMB 1 vez ao dia (tratados com PHMB com trocas a cada 12 e 24
horas, respectivamente), e Grupo Controle (tratado com solucao salina estéril
0,9%). AvaliacBes macroscoépicas do processo de cicatrizacdo foram realizadas
diariamente durante 10 dias. Ao final do periodo, foi realizada biépsia excisional
da area de cicatrizacdo da ferida, permitindo avaliacdo histopatoldgica,
histomorfométrica e imunohistoquimica. As variaveis foram analisadas por meio
de Cumulative Link Mixed Model, testes de razdo de verossimilhanca, teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni, adotando-se nivel de significancia igual a
5%. Os animais tratados com moxaterapia apresentaram menor dor/desconforto,
prurido e melhor processo de cicatrizacdo no nivel macroscopico em relacdo ao
grupo controle; e, quanto ao PHMB, ndo houve diferenca significativa.
Comparando os animais tratados com moxaterapia e PHMB, em relacdo aos
animais nao tratados, ndo houve diferenca significativa, entretanto, ao comparar
0s grupos tratados com PHMB com o grupo tratado com moxaterapia, observou-
se diferenca significativa em relacdo a presenca e quantidade de secrecéo.
Histopatologicamente, a moxaterapia nao diferiu do grupo controle, enquanto o
grupo PHMB duas vezes ao dia apresentou efeito significativo no processo de
colagenizacdo. Na analise imunohistoquimica, ndo obteve diferenca estatistica
significativa na angiogenese e reepitelizacdo da ferida quando comparado com
o grupo controle. Conclui-se que o tratamento de feridas limpas a partir de
curativos com PHMB e moxaterapia sdo eficazes como agentes promotores da
cicatrizacdo, mesmo ndo diminuido o tempo, permitiram manter os leitos das
feridas em um ambiente propicio para progredir em direcdo ao fechamento da
mesma, permitindo a profilaxia antibacteriana sem o uso de terapias antibidticas,
diminuido o risco de resisténcia.

Palavras-chave: Cicatrizacéo, leséo cutanea, moxabustao, PHMB.
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EFFECT OF THE USE OF MOXATHERAPY AND BIGUANIDE
POLYHEXAMETHYLENE (PHMB) ON THE HEALING OF WOUNDS IN DOGS

ABSTRACT - The healing process is an essential biological phenomenon
for the survival of animals. Thus, studying healing and finding ways to improve
this process is highly relevant. Polyhexamethylene biguanide (PHMB), as well as
moxatherapy, has been used in tissue healing, but evidence of its effects is
scarce in the medical literature. Thus, this study aimed to analyze the therapeutic
actions, with emphasis on the time of wound healing after using the
aforementioned products. Forty healthy dogs, without distinction of gender,
breed, age, and weight between 10 and 30 kg were used. The animals were
castrated and, at the same surgical moment, a clean, circular cutaneous lesion
was created in the abdominal region, measuring 1 cm in diameter. They were
divided into 4 experimental groups of 10 animals each. Moxatherapy Group,
PHMB Group twice a day and PHMB Group once a day (treated with PHMB with
changes every 12 and 24 hours, respectively), and Control Group (treated with
0.9% sterile saline solution). Macroscopic evaluations of the healing process
were performed daily for 10 days. At the end of the period, an excisional biopsy
of the wound healing area was performed, allowing for histopathological,
histomorphometric and immunohistochemical evaluation. The variables were
analyzed using the Cumulative Link Mixed Model, likelihood ratio tests,
Bonferroni multiple comparisons test, adopting a significance level equal to 5%.
The animals treated with moxatherapy had less pain/discomfort, pruritus and
better healing process at the macroscopic level compared to the control group;
and, as for PHMB, there was no significant difference. Comparing the animals
treated with moxatherapy and PHMB, in relation to the untreated animals, there
was no significant difference, however, when comparing the groups treated with
PHMB with the group treated with moxatherapy, there was a significant difference
in relation to the presence and amount of secretion. Histopathologically,
moxatherapy did not differ from the control group, while the twice-daily PHMB
group had a significant effect on the collagenization process. In the
immunohistochemical analysis, there was no statistically significant difference
when compared to the control group. concludes that the treatment of wounds
cleaned from dressings with PHMB and moxatherapy are effective as agents to
promote healing, even if the time is not reduced, they allowed to keep the wound
beds in a favorable environment to progress towards the closure of the same,
allowing the antibacterial prophylaxis without the use of antibiotic therapies,
decreased the risk of resistance.

Keywords: Healing, skin lesion, moxibustion, PHMB.
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O tecido epitelial é capaz de regenerar-se em resposta a lesdo ou trauma.
O processo de regeneracéo e reparacdo tecidual € denominado cicatrizacéo, o
gual compreende interagdo complexa entre mecanismos celulares e moleculares
(Gurtner et al., 2008; Mendonga et al., 2009).

Uma infinidade de técnicas e produtos que visam a melhoria do processo
cicatricial de feridas esta descrita, com multiplas vantagens e desvantagens de
cada um deles. As formas de terapias topicas estdo amplamente disponiveis,
desde as mais simples as quais envolvem o0 uso de pomadas com principios
ativos com potencial cicatrizante, antisséptico e/ou anti-inflamatorio, até aquelas
contendo fatores de crescimento, matrizes dérmicas acelulares; além dos
aloenxertos e terapias baseadas em células (Jaffe et al., 2019). Adicionalmente,
inmeros tipos de curativos e coberturas ja foram testados com resultados
parciais (Lee et al., 1987; Morgan et al., 1994; Ramsey et al.,1995; Franco e
Goncalves, 2008).

O Polihexametileno biguanida (PHMB), ou polihexanida, € um polimero
utilizado como agente antimicrobiano de amplo espectro (Kamaruzzaman et al.,
2016), com alta compatibilidade tecidual e toxicidade baixa, além de variadas
formas de apresentacao (Hubner e Kramer, 2010). O PHMB surgiu, entre 0s
antissépticos mais utilizados, como alternativa a produtos a base de prata e iodo,
utilizados para o combate e prevencao de infec¢des (Santos et al., 2011). O
PHMB demonstrou agéo eficaz nos tratamentos de feridas humanas infectadas,
resultando em um ambiente propicio para o processo cicatricialcom reduc¢do no
tempo de cicatrizacao e de sinais de inflamacéao ou infeccéo (Santos et al., 2011).

Muitos produtos derivados das plantas vém sendo utilizados no
tratamento de feridas com o objetivo de promover a cicatrizagéo por elas possuir
propriedades anti-inflamatérias e antimicrobianas (Pereira e Bartolo, 2016). A
combustdo da erva Artemisia vulgaris L. € uma técnica milenar da medicina
tradicional chinesa (MTC) e denomina-se moxaterapia, em que a erva é
arranjada em um bastdo denominado moxabustdo (Schoen, 2006) e atua de

forma tépica no local lesionado através de seu calor (Torro, 1997).



N&o ha, no entanto, um produto ou curativo considerado padréo ouro em
medicina veterinaria, reforcando a necessidade e relevancia de novos estudos
envolvendo outros produtos ou técnicas que ajudem a diminuir o tempo e
melhorem a qualidade do processo da cicatrizacao de feridas. Desta forma, o
presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos farmacol6gicos do PHMB

e da erva Artemisia vulgaris L. no tratamento e cicatrizacédo de feridas limpas.

1.1 Composicéao e funcdes da pele

A pele é um oOrgdo complexo multifacetado que integra diferentes
camadas e células firmemente organizadas na matriz extracelular, que possuem
funcdes essenciais para manter a continuidade do tecido e consequentemente a
sobrevivéncia dos animais (Takeo et al.,, 2015). Ela € dividida em epiderme,
derme e hipoderme e forma uma barreira entre o organismo e o ambiente,
impedindo a penetracdo de agentes patogénicos no organismo e a desidratacao
(Rosinczuk et al., 2018). Os caes, assim como outros mamiferos, possuem uma
densa camada de pelos que recobrem quase toda sua superficie corporea. A
pelagem atua na termorregulacdo do organismo e proporcionam barreira
protetora adicional. Entretanto, h& relagdo inversamente proporcional entre a
densidade da pelagem e a espessura da pele dos animais, em que, quanto maior
a cobertura folicular, menor a espessura da pele (Affolter et al., 1994).

A epiderme é a camada mais superficial da pele e € mais exposta as
lesbes externas. A reparacéo rapida e adequada do tecido ap6s uma solugéo de
continuidade no sistema tegumentar é fundamental na prevencdo de
complicacBes potencialmente nocivas (Prost-Squarcioni, 2006).

A derme é composta por tecido conjuntivo fibrocolagenoso, anexos
cutaneos, que sdo as estruturas glandulares, e os foliculos pilosos, vasos e
nervos. E responsavel pela elasticidade e resisténcia da pele, além da nutricdo
sanguinea da epiderme e sensibilidade nervosa aos estimulos externos. A
hipoderme, também chamada de tecido subcutaneo, é a camada mais profunda
da pele e é composta principalmente por células adiposas, sendo reservatorio

energeético e isolante térmico (Prost-Squarcioni, 2006).

1.2 Regeneracao e cicatrizagéo



O tecido epitelial é capaz de regenerar-se em resposta a lesao ou trauma.
O processo de regeneracao e reparacao tecidual € denominado cicatrizacdo, o
qual compreende interacdo complexa entre mecanismos celulares e
moleculares, e divide-se em trés fases principais: inflamacéo, proliferacdo e
remodelamento (Gurtner et al., 2008; Mendonca et al., 2009).

A fase inflamatoria da cicatrizacao tem inicio imediatamente apés a lesdo
tecidual. Ha4 extravasamento sanguineo devido ao rompimento dos capilares
vasculares. E ativada a cascata de coagulaciio sanguinea seguida de agregacao
plaquetaria, formando um tampé&o fibrinoso local, que reestabelece a hemostasia
e forma uma barreira contra a invasdo de patégenos. Em seguida, as plaquetas
sofrem degranulacédo e liberam mediadores inflamatorios, tais como fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator transformador de crescimento
beta (TGF-B) e fator transformador de crescimento alfa (TGF-a), fator de
crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento de células endotelial vascular
(VEGF) e glicoproteinas. Além disso, a cascata de coagulacéo, juntamente com
o sistema complemento, liberam fatores vasoativos e quimiotaticos que
promovem o agrupamento de células inflamatérias (Werner et al., 2003; Clark et
al., 2013).

As células inflamatérias, principalmente neutréfilos e mondcitos, agem na
fagocitose de microorganismos e residuos teciduais e, também, sintetizam
fatores de crescimento que preparam o leito da lesdo para proliferacao celular.
Durante a fase inflamatdria, ocorre intenso recrutamento de mondcitos no local
lesionado por meio de fatores quimiotaticos para mondcitos. Os mondcitos sao
ativados e transformam-se em macrofagos, principais células da etapa de
reparacao tecidual, os quais removem por¢des do tecido conjuntivo lesado e
sintetizam prostaglandinas, que sao substancias vasodilatadoras (Singer et al.,
1999; Clark et al., 2013).

Aproximadamente um dia apds o ferimento, inicia-se a fase proliferativa,
responsavel pelo fechamento da lesdo. As células epiteliais provenientes das
bordas e dos anexos epidérmicos promovem fibroplasia e angiogénese cerca de
quatro dias apos a lesdo, formando o tecido de granulacdo. A angiogénese
proporciona aumento da permeabilidade microvascular e, consequentemente,
extravasamento de proteinas plasmaticas e citocinas, essenciais para formacao

da matriz extracelular provisoria, fundamental para a migracao e proliferacéo de



células endoteliais. Além disso, 0 novo aporte de vasos sanguineos supre as
necessidades metabdlicas do tecido em crescimento (Folkman, 1984; Risau,
1997).

A fase de remodelamento inicia-se cerca de oito dias apos a lesdo e é
caracterizada pela restauracdo da arquitetura tecidual. A matriz extracelular é
reorganizada e torna-se definitiva. Os fibroblastos provenientes do tecido de
granulacédo transformam-se em miofibroblastos e formam um tecido contratil.
Durante esse processo, ocorre o desaparecimento do tecido de granulagcéo, com
apoptose ou emigracao das células inflamatérias e fibroblastos, resultando na
formacao da cicatriz. O desenvolvimento de cicatrizes hipertréficas ou queloides
resulta da persisténcia de corpos celulares no local da leséo (Arnold et al., 1991).
Em seguida ocorre a reepitelizacdo, que é a formacdo de um novo epitélio,
através da migracao e proliferacdo dos queratindcitos da epiderme, regulados
pelo fator de crescimento KGF7 (Santoro et al., 2005).

1.3 Tipos e avaliacdo dos ferimentos

Dentre os tipos de feridas, tém-se as feridas limpas, limpas-contaminadas,
contaminadas, sujas ou infectadas. As feridas limpas s&o provenientes de
incisdes cirdrgicas e normalmente ndo apresentam inflamacao, sendo suturadas
ao final do procedimento. Nas feridas limpas-contaminadas, ha poucos corpos
estranhos que podem ser removidos manualmente por meio da lavagem,
enquanto que as feridas contaminadas possuem contaminagao grosseira, ou
seja, ha muitos detritos no local lesionado. J4 as feridas sujas ou infectadas
possuem processo infeccioso decorrente de traumas ou auséncia de técnicas
antissépticas (Pavletic, 2018). O tempo de cicatrizacdo dos ferimentos € relativo
ao nivel da patologia das lesdes, condi¢des de saude do animal e o meio externo.
Segundo Lazarus et al. (1994), as feridas, em relacdo a cicatrizacdo, sdo
caracterizadas como: idealmente cicatrizadas; minimamente cicatrizadas, em
gue ocorre perda da funcionalidade tecidual; e aceitavelmente cicatrizadas.

Para avaliacdo de um ferimento, deve-se considerar a localizacao,
extensdo, atributos associados, carga e severidade das lesbes, aléem das
condi¢cdes de saude do animal e ambiente. Feridas localizadas nas regifes

articulares e de movimentagdo constante, tendem a sofrer deiscéncia e,



consequentemente, atraso no processo cicatricial. A extensao das lesbes deve
ser estabelecida por meio de métodos ndo-invasivos que avaliam as dimensdes
de altura, largura, perimetro e area. Dentre os atributos associados as feridas,
deve-se avaliar a coloracdo, odor, presenca de debris, fibrina e necrose,
processo inflamatério e/ou infeccioso, além dos fatores sistémicos e viabilidade
dos tecidos envolvidos. A pele ndo viavel apresenta menor flexibilidade,
coloracdo enegrecida ou esbranquicada, em que ndo ha capilares sanguineos
no entorno das bordas da lesdo. A extensdo e os atributos associados

determinam a carga e a severidade dos ferimentos (Balsa e Culp, 2015).

1.4 Técnicas para promover a cicatrizacao

E necesséario realizar a lavagem do ferimento antes de qualquer
intervencdo terapéutica no local, visando a remocao de debris e tecidos
necréticos e antissepsia do ferimento. A lavagem deve ser feita por meio da
irrigacdo com soro fisioldgico ou ringer lactado com o auxilio de uma seringa. Em
casos de infeccdes bacterianas ou prevencéao contra a formacéo de colonias no
leito de ferida, pode-se aplicar antibiéticos tdépicos de amplo espectro, como 0s
de bases de sulfadiazina de prata e sulfato de neomicina, nos locais injuriados.
Além disso, curativos hiperosmoticos, tais como solucdo salina hiperténica,
acucar e mel, também possuem ac¢édo microbicida (Balsa e Culp, 2015).

Uma infinidade de técnicas e produtos que visam a melhoria do processo
cicatricial de feridas estado descritos, com multiplas vantagens e desvantagens
de cada um deles. As formas de terapias topicas estdo amplamente disponiveis,
desde as mais simples as quais envolvem o uso de pomadas com principios
ativos com potencial cicatrizante, antisséptico e/ou anti-inflamatorio, até aquelas
contendo fatores de crescimento, matrizes dérmicas acelulares; além dos
aloenxertos e terapias baseadas em células (Jaffe et al., 2019). Adicionalmente,
inimeros tipos de curativos e coberturas ja foram testados com resultados
parciais (Lee et al., 1987; Morgan et al., 1994; Ramsey et al.,1995; Franco e
Gongalves, 2008). Nao ha, no entanto, um produto ou curativo considerado
padrdao ouro em medicina veterinaria, reforcando a necessidade e relevancia de

novos estudos envolvendo outros produtos ou técnicas.



O mel, assim como o acgUcar granulado, tem efeito hiperosmético que
desidrata os microorganismos e diminui os edemas teciduais. Sua atividade
antimicrobiana provém da producdo de peréxido de hidrogeno e pH acidéfilo.
Também mantém o leito da ferida umido, favorecendo o desbridamento
autolitico, formacédo do tecido de granulacdo e reepitelizacdo (Balsa e Culp,
2015).

O uso do mel para a cicatrizacdo de feridas tem mostrado indicios que
apontam efeito estimulante de moléculas, melhorando a nutricdo da ferida,
reduzindo inflamacé&o e edema, colaborando para o processo de migracao
celular e aumentando o contetudo do colageno, estimulando assim, a granulagcéo
e epitalizacdo das feridas. Os beneficios do mel foram cientificamente
comprovados através de estudos clinicos in vivo que demonstraram sua eficacia
no processo cicatricial (Ibrahim et al., 2018). Segundo os resultados de Vijaya et
al. (2012), feridas cutéaneas de 10 pacientes tratadas com mel apresentaram
formacdo de tecido de granulacdo saudavel, reducdo da dor, do inchaco e da
sensibilidade dos ferimentos. Em um estudo clinico retrospectivo realizado em
75 mulheres com feridas cirargicas de incisdo cesariana constatou-se que 0s
usos de bandagens a base de mel promoveram redugcéo da vermelhiddo, do
edema e de equimoses, além da aproximacdo dos bordos da ferida a partir do
sétimo dia de tratamento (Nikpour et al., 2014). O mel também possui efeitos
imunomodulatérios e antioxidantes visto que estudos in vitro demonstraram a
estimulacdo da producao de citocinas proé-inflamatérias como TNF- a, IL-6 e IL-
18 pelas células monociticas, sendo um potencial agente terapéutico no
processo cicatricial (Tonks et al., 2003).

Existem diversos produtos tépicos utilizados para promover a cicatrizagao
de feridas abertas os quais possuem seus efeitos comprovados. O Tripeptide-
copper complex (TCC) é um composto isolado do plasma humano, utilizado
principalmente na cicatrizacao de feridas crénicas e é descrito como um fator de
crescimento, agente quimiotatico, além de potencializar a neovascularizacao e
epitelizacédo (Swaim et al., 1998). Segundo os resultados de Canapp et al., 2003,
0 uso topico de TCC em feridas abertas realizadas cirurgicamente no dorso de
ratos da raca Sprague Dawley promoveu a reducéo da area lesionada em 64,5%,
enguanto que no grupo controle a area reduziu apenas em 28,2% no mesmo

periodo analisado.



A Maltodextrina € um polissacarideo vendido na forma de gel (Multidex®),
que forma uma camada protetora e Umida no leito de ferida, facilita o
desbridamento autolitico e a formacao do tecido de granulacéo, além de possuir
propriedades antimicrobianas em associagcdo com acido ascorbico. Estudos
demonstraram que feridas tratadas com maltodextrina/ascérbico obtiveram um
aumento da proliferacdo em 44,4% das fibras colagenas e 70% da
neovascularizacdo, essencial para formacéo do tecido de granulacdo (Salgado,
et al., 2017).

A mucilagem da planta Aloe vera, incluida em lo¢cdes e pomadas, €
composta por vitaminas, acucares e minerais, e possui propriedades anti-
inflamatorias e antimicrobianas. Seus efeitos cicatrizantes estéo relacionados ao
acemannan, polissacarideo que promove a atividade e proliferacdo dos
fibroblastos e consequentemente a sintese de coldgeno (Hashemi et al., 2015).
De acordo com os resultados in vitro de Teplicki et al. (2018), em um periodo de
5 dias, solucdes de Aloe vera a 1% e 2% promoveram, respectivamente, intensa
proliferacdo de fibroblastos e queratindcitos. Constatou-se também que Aloe
vera 3% propiciou intenso crescimento celular a partir do segundo dia de
experimento, em que ocorreu fechamento do espaco analisado em 29% no grupo
testado e apenas em 17% no grupo controle.

O hidrogel de quitosana € uma substancia derivada da quitina e acelera a
infiltrac@o de células inflamatérias tais como fagécitos e macrofagos no leito da
ferida, além de estimular a proliferacéo de fibroblastos e a formacao do tecido de
granulacao (Ueno et al., 2001). Segundo os experimentos de Dias (2012), lesdes
cirirgicas realizadas em ratas da raca Wistar tratadas apds sete dias de
tratamento com hidrogel de quitosana demonstraram uma reducédo do leito da
ferida em 53,9%, enquanto no grupo controle houve uma reducdo de apenas
44%. Quanto a reepitelizacdo, no mesmo periodo, as feridas tratadas com o gel
demonstram 67% de proliferacdo celular, enquanto no grupo controle havia
auséncia de proliferagéo.

Também se utiliza o colageno em diversos biomateriais para a promocéao
da cicatrizacdo. O colageno € uma proteina sintetizada pelos fibroblastos que
estimula a migracdo celular e possui propriedades quimiotaticas, além de
absorver o excesso de exsudato, promover o debridamento autolitico e manter

a umidade da superficie lesionada (Fleck et al., 2010; Davidson, 2015). Em um



estudo retrospectivo realizado em 120 pacientes humanos, constatou-se a
efichcia das bandagens de colageno no tratamento de feridas cronicas em
comparacao com bandagens convencionais, tais como sulfadiazina de prata e
iodopolvidona. De acordo com os resultados, o grupo de pacientes tratados com
as bandagens de colageno apresentaram tecido de granulacdo mais
rapidamente e mais saudavel do que o grupo tratado com bandagens
convencionais. Ap0s oito semanas de tratamento, 87% dos pacientes do grupo
tratado com as bandagens de colageno e 80% dos pacientes do grupo tratado
com as bandagens comuns manifestaram mais de 75% de fechamento do leito
da feriada (Singh et al., 2011).

O Complexo Tripeptideo de Cobre evidenciou ser um notavel estimulante
da cicatrizacdo em feridas abertas isquémicas, reduzindo de forma acentuada a
area de apresentacdo da lesdo (Canapp et al., 2003). A Acemanana, por sua
vez, apresenta caracteristicas hidrofilicas, garantindo um ambiente umidificado
nas feridas. Ela atua como um fator de crescimento, ao estimular as fases iniciais
de cicatrizacdo e promovendo aumento nos niveis de citocinas. Ela € capaz de
estimular os macrofagos, o processo de angiogénese e 0 crescimento
epidérmico, porém, em contrapartida pode gerar um tecido de granulacdo
exacerbado e causar a inibicdo da reducdo da ferida (Hedlund, 2007; Pavletic,
2010).

1.5 Uso da moxaterapia para promover a cicatrizagao

Muitos produtos derivados das plantas vém sendo utilizados no
tratamento de feridas com o objetivo de promover a cicatrizacdo. Esses
compostos naturais possuem propriedades anti-inflamatorias e antimicrobianas
e, geralmente, sdo aplicados topicamente, através de emulsdes ou pomadas
(Pereira e Bartolo, 2016).

A combustdo da erva Artemisia vulgaris L. € uma técnica milenar da
medicina tradicional chinesa (MTC) e denomina-se moxaterapia, em que a erva
€ arranjada em um bastdo denominado moxabustao (Schoen, 2006), e atua de
forma topica no local lesionado através de seu calor (Torro, 1997).

Na MTC, o calor e a esséncia da erva aquecem o “Qi”, que remete a

capacidade intrinseca do funcionamento do organismo e o “Xue”, que se refere



ao sangue e aos fluidos corporais, que sdo responsaveis pela nutricdo e
vitalidade do organismo (Greten, 2013). Também é descrito que a moxabustao
dispersa o “algor”, relativo ao frio, um dos sintomas de morbidade, além de
eliminar algumas formas de toxinas (Yamamura, 2001; Xie e Preast, 2007).

A moxaterapia pode ser realizada através de dois métodos: direto que €
pouco utilizado, pois € doloroso e pode lesionar a pele; e indireto, o qual realiza-
se a queima dos bastbes de moxa 1 a 2,5 cm acima dos acupontos, locais onde
ha o acamulo de terminacfes nervosas (Xie e Preast, 2007; Greten, 2013). A
moxabustdo promove um aquecimento da regido onde é aplicada, causando
hipertermia das fibras vegetativas, aumento do ténus vascular simpético e
provoca estimulos autonémicos e viscerais que ocorrem através das fibras C
amielinicas (Draehmpaehl e Zoehmann, 1997).

Segundo Xu et al. (2007), a queima da moxabustdo promove o
aguecimento dos tecidos adjacentes e consequentemente estimula a producéo
de mediadores inflamatérios pelo sistema imunolégico. Paralelamente, a
hipertermia provoca aumento do fluxo linfatico de modo que ocorra a diminuicao
de areas edemaciadas no organismo (Abbate, 2006). Além disso, de acordo com
Deng et al., 2013, a moxabustdo também possui efeitos antibacterianos e
antivirais.

Apesar de ser uma técnica milenar, amplamente utilizada na acupuntura
para o tratamento de diversas enfermidades, tais como paralisias superficiais e
osteoartrites (Zhang et al., 2014), ha uma escassez de estudos que demostram
os efeitos da combustdo da erva Artemisia vulgaris L. na promocédo da

cicatrizacdo de feridas na pele.

1.6 Uso do polihexametileno biguanida (PHMB) para promover a

cicatrizacao

O Polihexametileno biguanida (PHMB), ou polihexanida, é um polimero
utilizado como agente antimicrobiano de amplo espectro (Kamaruzzaman et al.,
2016). Seu uso é muito variado, demonstrando bons resultados quando
utilizados na sanitizagdo de piscinas e como desinfetante na industria de
alimentos, além da utilizacdo em enxaguantes bucais, curativos de feridas em

porcos (Gao e Cranston, 2008), solu¢cbes para lentes de contato, uso em
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cosmeéticos, amaciantes de tecidos, lavagens e outros mais (Mashat, 2016). Com
base nos estudos em diferentes modelos animais como ratos, coelhos, cées e
leitbes, além de testes in vitro e com humanos, pode-se concluir que o PHMB, é
um antisséptico de amplo espectro, apresenta alta compatibilidade tecidual e
toxicidade baixa, além de ser encontrado em variadas formas de apresentacéo,
como pomada, géis, espumas e curativos. Seu efeito antimicrobiano é resultado
da ruptura da membrana bacteriana e inibicdo de seu metabolismo celular,
através de fortes interacbes com fosfolipidios carregados negativamente na
membrana das bactérias (Hubner e Kramer, 2010).

Estudos in vitro comprovaram que 0s curativos de gaze com O
polihexametileno biguanida (PHMB) impregnado reduzem o crescimento de
bactérias gram-positivas e gram-negativas, sendo ele utilizado em meio umido,
impedindo o crescimento bacteriano e possiveis contaminacfes por tais
bactérias (Lee et al.,, 2004). A realizacdo de lavagem com o PHMB e soro
fisiolégico em cédes resultou em reducdo significativa da carga biolégica e
garantiu uma boa descontaminacdo imediata e final de feridas de mordida de
cdes (Nolff et al., 2018).

O PHMB surgiu recentemente entre 0s antissépticos mais utilizados,
como alternativa a produtos a base de prata e iodo, utilizados para o combate e
prevencdo de infeccbes. De acordo com a literatura consultada o
polihexametileno biguanida (PHMB) demonstrou acéo eficaz na utilizagdo em
tratamentos de feridas humanas infectadas, promovendo o0 processo
cicatrizacional, com reducao no tempo, de sinais de inflamacédo ou infeccéo, da
colonizacdo e de odores, além da auséncia de dor na aplicacéo, irritacdo e
reacoes alérgicas (Santos et al., 2011). Com base nos estudos conhecidos e na
utilizacéo clinica na medicina, o PHMB tem uso indicado para feridas agudas e
cronicas altamente colonizadas ou infectadas, tendo como objetivo a reducao de
patdgenos presentes nestas feridas (Eberlein e Assadian, 2010).

Na medicina humana o polihexametileno biguanida (PHMB), além de sua
acao microbicida, demonstrou baixo risco de sensibilizagdo por contato,
auséncia de patogenos desenvolvendo resisténcia de maneira comprovada e
efeitos promotores da cicatrizagcdo, comprovados in vitro e em vivo (Gray et al.,
2010) e os curativos feitos com impregnacédo de polihexametileno biguanida

(PHMB) demonstram ter agéo eficaz como barreira para colonizacéo e infecgéao
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de feridas, porém sua acao antibiofilme precisa ser ainda confirmada, mesmo
que indicios mostrem eficacia antibiofilme na utilizacdo de protocolos de

tratamento baseados em biofilme (Hurlow, 2017).

2. OBJETIVO

Objetivou-se com este estudo avaliar os efeitos terapéuticos, com énfase
no tempo e qualidade da cicatrizacdo com o0 uso da moxaterapia e

polihexametileno biguanida (PHMB) em feridas limpas de caes.

3. HIPOTESE

Acredita-se, hipoteticamente, que pacientes caninos acometidos por
feridas cuténeas limpas de origem cirirgica, submetidos a tratamentos com 0s
produtos PHMB ou pela técnica de Moxaterapia, possam apresentar melhores
processos de cicatrizacdo em relagéo ao tempo e qualidade quando comparados
ao grupo controle.

Supbe-se que os dados fornecidos por esta pesquisa possam auxiliar
pesquisas futuras no que cerne encontrar métodos que ajudem nos tratamentos

de feridas atuais.
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Science (Anexo 1)

RESUMO

Este estudo visa analisar as agles terapéuticas, com énfase no tempo de
cicatrizacdo das feridas ap6s a utilizagdo do PHMB e Moxaterapia. Foram
utilizados 40 caes, sem distincdo de género, raca e idade, com peso entre os 10-
30 kg, saudaveis. Os animais foram castrados e, no mesmo momento cirdrgico,
foi criada uma lesédo cutanea limpa, circular na regido abdominal. Foram
distribuidos em 4 grupos experimentais de 10 animais cada; Grupo Moxaterapia,
tratado a cada 24 horas, Grupo PHMB 2 e Grupo PHMB 1, tratados com curativos
com PHMB, com trocas a cada 12 e 24 horas, respectivamente, e Grupo
Controle, tratados com solucdo salina estéril 0,9% (controle). As avaliacdes
macroscopicas do processo de cicatrizacao ocorreram de forma diaria durante
10 dias. Ao final do periodo, foi realizada bidpsia excisional da area de
cicatrizacdo, permitindo avaliacdo histopatolégica, histomorfométrica e
imunohistoquimica. As variaveis foram analisas por meio de Cumulative Link
Mixed Model, Likelihood ratio tests, teste de comparacdes mudltiplas de
Bonferroni, sendo adotado um nivel de significancia igual a 5%. Animais que
foram tratados com Moxaterapia apresentaram menores indices de
dor/desconforto, prurido e melhor processo cicatricial a nivel macroscépico
comparado com o0 grupo controle e quanto ao PHMB, ndo teve diferenca
significativa. Comparando os animais tratados com Moxaterapia e PHMB, em
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relacdo aos animais nédo tratados, ndo teve diferenca significativa, porém quando
se compararam 0S grupos tratados com PHMB com o grupo tratado com
Moxaterapia, se observou diferenca significativa quanto a presenca e quantidade
de secrecdo. Na avaliacdo histopatologica, a Moxaterapia néo diferiu do grupo
controle, enquanto o grupo PHMB 2 mostrou efeito significativo no processo de
colagenizacdo. Na andlise imunohistoquimica, ndo obteve diferenca estatistica
significativa na angiogénese e reepitelizacdo da ferida quando comparado com
o grupo controle. Conclui-se que o tratamento de feridas limpas a partir de
curativos com PHMB e moxaterapia séo eficazes como agentes promotores da
cicatrizacdo, mesmo néo diminuindo o tempo, permitiram manter os leitos das
feridas em um ambiente propicio para progredir em direcdo ao fechamento da
mesma, permitindo a profilaxia antibacteriana sem o uso de terapias antibiéticas,
diminuindo o risco de desenvolver resisténcia.

Palavras-chave: céo, lesdo cutanea, moxabustéo, reparacéo.

ABSTRACT

This study aims to analyze the therapeutic actions, with emphasis on wound
healing time after the use of PHMB and moxatherapy. Forty dogs were used,
without distinction of gender, breed and age, weight between 10-30 kg, healthy.
The animals were castrated and, at the same surgical moment, a clean, circular
skin lesion was created in the abdominal region. They were divided into 4
experimental groups of 10 animals each. Moxatherapy Group, treated every 24
hours, PHMB 2 Group and PHMB 1 Group, treated with PHMB dressings, with
changes every 12 and 24 hours, respectively, and Control Group, treated with
0.9% sterile saline solution (control). Macroscopic evaluations of the healing
process took place daily for 10 days. At the end of the period, an excisional biopsy
of the healing area was performed, allowing for histopathological,
histomorphometric and immunohistochemical evaluation. The variables were
analyzed using Cumulative Link Mixed Model, Likelihood ratio tests, Bonferroni
multiple comparisons test, adopting a significance level equal to 5%. Animals that
were treated with moxatherapy had lower pain/discomfort, pruritus and better
healing process at the macroscopic level compared to the control group and as
for PHMB, there was no significant difference. Comparing the animals treated

with moxatherapy and PHMB, in relation to the untreated animals, there was no
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significant difference, however when comparing the groups treated with PHMB
with the group treated with moxatherapy, there was a significant difference in the
presence and amount of secretion. In the histopathological evaluation,
moxatherapy did not differ from the control group, while the PHMB 2 group
showed a significant effect on the collagenization process. In the
immunohistochemical analysis, there was no statistically significant difference
when compared to the control group. concludes that the treatment of wounds
cleaned from dressings with PHMB and moxatherapy are effective as agents to
promote healing, even if the time is not reduced, they allowed to keep the wound
beds in a favorable environment to progress towards the closure of the same,
allowing the antibacterial prophylaxis without the use of antibiotic therapies,
decreased the risk of resistance.Keywords: Healing, skin lesion, moxibustion,
PHMB.

INTRODUCAO

A pele € um oOrgdo complexo multifacetado que integra diferentes
camadas e células organizadas na matriz extracelular, altamente exposta a
traumas que levam a perda da continuidade e consequentemente risco de
infeccdes locais e sistémicas [1]. A partir das fases: inflamacéo, proliferacéo e
remodelamento, a pele é capaz de regenerar-se, visando manter a continuidade
do tecido e consequentemente a sobrevivéncia dos animais [2].

Os ferimentos, devem ser avaliados tendo em consideracéo a localizacéo,
extensdo, atributos associados (coloracdo, odor, presenca de debris, fibrina e
necrose, processo inflamatoério e/ou infeccioso), carga e severidade das lesées,
além das condicbes de saude do animal, ambiente, fatores sistémicos e
viabilidade dos tecidos envolvidos; permitindo assim um planejamento para
estabelecer um bom tratamento clinico [3].

As formas de terapias topicas envolvem além da lavagem das feridas [3],
0 uso de inumeros produtos com potencial cicatrizante, antisséptico e/ou anti-
inflamatorios, até fatores de crescimento, antibioticos, matrizes dérmicas
acelulares, aloenxertos e terapias regenerativas baseadas em células [4].

Curativos com gaze impregnados com subprodutos tépicos sdo usados

devido ao controle do crescimento bacteriano que oferece no leito da ferida, além
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da facilidade de aplicacdo e sua atividade local prolongada, sendo h& muito
tempo considerados um tratamento padrao para feridas cutaneas [5].

Alguns exemplos dos produtos sdo o mel, assim como o acuUcar
granulado, a maltodextrina, Tripeptide-copper complex (TCC), a mucilagem da
planta Aloe vera (acemannan), o hidrogel de quitosana, colageno, complexo
tripeptideo de cobre, entre outros produtos, que promovem a cicatrizagao, porém
com resultados parciais, comprovados em diferentes estudos [6-10].

N&o ha, no entanto, um produto ou curativo considerado padrédo ouro em
medicina veterinaria, que permita ao processo da cicatrizagdo ser precoce e de
qualidade, reforcando a necessidade e relevancia de novos estudos envolvendo
outros produtos ou técnicas.

O polihexametileno biguanida (PHMB), ou polihexanida, € um polimero
utilizado como agente antimicrobiano de amplo espectro [11]. Seu uso é muito
variado, demonstrando bons resultados quando utilizados na sanitizacdo de
piscinas e como desinfetante na industria de alimentos, além da utilizacdo em
enxaguantes bucais [12], solucbes para lentes de contato, uso em cosméticos,
entre outros [13]. O PHMB, é um antisséptico de amplo espectro, apresenta alta
compatibilidade tecidual e toxicidade baixa, com diferentes formas de
apresentacao, como pomada, géis, espumas e curativos [14]. Estudos in vitro
comprovaram que 0S curativos de gaze com o polihexametileno biguanida
(PHMB) impregnado reduzem o crescimento de bactérias gram-positivas e gram-
negativas, sendo ele utilizado em meio Umido, impedindo o crescimento
bacteriano e possiveis contaminacdes por tais bactérias [15].

O PHMB demonstrou acao eficaz na utilizacdo em tratamentos de feridas
humanas infectadas, resultando em um ambiente propicio para 0 processo
cicatricial, com reducdo no tempo de cicatrizagdo, de sinais de inflamacao ou
infeccdo, da colonizacdo e de odores, além da auséncia de dor na aplicacéo,
irritacéo e reacdes alérgicas [16].

Da mesma forma derivados das plantas vém sendo utilizados no
tratamento de feridas com o objetivo de promover a cicatrizagdo. A moxaterapia
€ uma técnica milenar da medicina tradicional chinesa (MTC), que consiste na
combustdo da erva Artemisia vulgaris L. a qual € arranjada em um bastéo

(moxabustao) [17].
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A moxaterapia pode ser realizada de forma direta e indireta, mas é
aplicada comumente de forma indireta a uma distancia de 1 a 2,5 cm acima dos
acupontos devido ao potencial que tem de lesionar e gerar dor quando é
realizada de forma direta [18,19]. A queima do bastédo favorece a producédo de
mediadores inflamatorios pelo sistema imunolégico [20,21], aumento do fluxo
linfatico de modo que ocorra a diminuicdo de areas edemaciadas no organismo
[22], a partir do estimulo de fibras vegetativas assim como aumento do tonus
vascular simpatico [20,21]. Além disso, de acordo com Deng et al.,, 2013, a
moxabustdo também possui efeitos antibacterianos e antivirais. Porém, faltam
estudos que demostram os efeitos da combustdo da erva Artemisia vulgaris L.
na promocao da cicatrizacao de feridas na pele [23].

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos
farmacoldgicos da erva Artemisia vulgaris L. e o PHMB no tratamento e

cicatrizacéo de feridas limpas de pequenos animais (caes).

MATERIAL E METODOS

Toda metodologia do presente estudo fora realizada de acordo com as
normas internacionais de bem-estar animal apés aprovacéo pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Jaboticabal — SP, protocolos
nameros 0101177-19 e 010538-19.

Instalacdes

Os procedimentos cirirgicos e as andlises histopatoldgicas-
imunohistoquimicas foram realizados no Hospital Veterinario assim como no
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP),

Campus de Jaboticabal.

Animais

Foram incluidos 40 caes, sem distincdo de género, raca e idade, com peso
entre os 10 a 30 kg, que ndo estivessem utilizando medicacdo topica ou
sistémica, submetidos a avaliacédo clinica prévia a partir de exames laboratoriais:

hemograma e dosagens séricas de creatinina e alanina aminotransferase (ALT).



22

Os caes foram mantidos em canis individuais durante 10 dias e alimentados com

racao especifica e agua ad libitum.

Delineamento experimental

Os 40 animais foram distribuidos igualmente em 4 grupos experimentais,
sendo: Grupo Moxaterapia (técnica de moxaterapia indireta a cada 24 horas),
Grupo PHMB 2 (aplicacéo topica de PHMB a cada 12 horas), Grupo PHMB 1
(aplicacéo topica de PHMB a cada 24 horas), e Grupo controle (aplicacdo topica
de solucdo salina estéril 0,9%). ApOs anestesia geral, durante o procedimento
cirargico (ovariossalpingohisterectomia ou orquiectomia), foi realizada uma
ferida cirurgica circular na pele a nivel pré-umbilical da regido abdominal, com
auxilio de um punch para biépsia de 1 cm de diametro. Em seguida, as feridas
foram lavadas com solucéo salina 0,9% estéril, para a realizacdo do protocolo
de tratamento respectivo e aplicacdo de curativo a base de gaze e micropore,
sendo para 0 grupo moxaterapia, um curativo seco, e para 0os grupos PHMB,
curativo Umido devido a presenca do gel impregnado na gaze.

A avaliagdo macroscopica do processo cicatricial foi realizada diariamente
até o décimo dia do periodo pés-operatorio, em todos 0s grupos, observando a
presenca de exsudato, edema, coloracéo entre outros, sendo ausente, discreto,
moderado ou intenso; diferente do fator exudato onde foi avaliado baseado na
presenca ou auséncia, sendo ausente, pouca quantidade, moderada ou
excessiva, e dependendo do tipo de exudato foi classificado como seroso,
eritemato-ceruminoso ou purulento.

No ultimo dia se efetuou a bidpsia excisional da ferida pré-umbilical da
regido abdominal em processo de cicatrizacdo ou cicatrizada, deixando
aproximadamente 2mm de margem para a avaliacdo histopatoldgica,
histomorfométrica por meio de imunohistoquimica.

A partir da andlise da presenca de fibroblastos, angiogénese,
colagenizagdo, ceélulas polimorfonucleadas e mononucleadas, além de
hemorragia, foi realizada a avaliacdo histoquimica para cicatrizacdo. Na analise
imunohistoquimica foi utilizado o anticorpo CD31 para angiogénese e 0 AE1/AE3
para mensuracédo do epitélio.

Foi um estudo clinico fechado, duplo cego (o avaliador e o tutor nédo

sabiam qual substancia foi utilizada em cada les&o) e randomizado.
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Procedimento Experimental
Procedimento anestésico

Depois de umjejum alimentar de oito horas e hidrico de duas horas, foram
submetidos & pré-medicagdo com morfina (0,5 mg/kg por via intramuscular),
inducéo anestésica com propofol (5 mg/kg pela via intravenosa), e manutencéo
anestésica com isoflurano via sonda endotraqueal. Nas cadelas, também foi
realizada anestesia epidural com lidocaina (2 mg/kg).

A terapia antimicrobiana profilatica foi realizada com enrofloxacina (5
mg/kg por via intravenosa), 30 minutos antes do inicio da cirurgia e caso
necessario, repetido a cada duas horas. Foi administrado meloxicam (0,2 mg/kg

por via subcutanea), imediatamente apds o término da cirurgia.

Procedimento cirurgico
Com os pacientes posicionados em decubito dorsal, foi realizada a
tricotomia da regido abdominal e antissepsia com clorexidine 2% e clorexidine
alcodlico 0,5%. Ato continuo, iniciou-se 0s procedimentos de
ovariossalpingohisterectomia ou orquiectomia e, posteriormente, a lesao
cutanea circular de 1 cm de diametro na regido abdominal, a nivel pré-umbilical,

aproximadamente 2 cm de distancia do umbigo (Figura 1).
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Figura 1. Imagem fotogréfica da ferida cirargica localizada na regido pre-
umbilical do abdémen de cées: Incisdo de pele com um tamanho aproximado
de 1 cm Fonte: Laboratério de Ortopedia e Neurocirurgia Veterinaria da
Unesp/FCAV.

Pos-operatério

Todas as feridas cirurgicas foram higienizadas com solucéo salina estéril
0,9%, e recobertas com curativos semipermeédveis (gaze aderida com
micropore). Foi indicado o uso de colar elizabetano durante 10 dias, assim como
a administracdo de meloxicam por via subcutanea (0,1 mg/kg) durante 2 dias.

As feridas cirdrgicas circunscritas dos cédes do Grupo Moxaterapia foram
tratadas a partir da moxabustdo indireta, a um centimetro de distancia da pele
lesionada, deixando atuar durante aproximadamente 5 minutos o calor gerado a
traves da queima da erva Artemisia vulgaris L. para depois ser coberto pelo
curativo seco. Os animais dos grupos PHMB 1 e 2 foram tratados com o gel a
base de PHMB, o qual foi depositado tanto na ferida assim como no curativo
(gaze humedecida com o produto), o qual atuava de forma constante até realizar

a troca docurativo e avaliacdo macroscépica.

Bidpsia excisional
Apbs 10 dias do procedimento cirdrgico, os animais foram submetidos ao
mesmo protocolo anestésico para realizacdo da bidpsia excisional da regido
cicatricial, onde foi realizada a exérese cirurgica circular por meio do uso de
bisturi com margem de 2 mm do tecido normal. O material colhido foi fixado em
formol 10% e enviado para avaliacdo histopatolégica. ApGs a biopsia, as feridas
cirirgicas foram suturadas com padrdo de sutura simples separado e fio
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inabsorvivel nylon sintético 3-0.

Forma de analise dos resultados
Avaliacdo macroscopica
Finalizado o procedimento cirdrgico, foi realizada a avaliagdo morfolégica
e morfométrica para verificar e acompanhar a resposta inflamatéria e o processo
de cicatrizacéo, (Quadro 1) nos 10 dias de tratamento pds-operatoério. De forma
particular foi mesurado a presenca de dor e desconforto a partir da manilupacéo
na regidao abdominal, no entanto era feito o curativo respectivo, observando

incOmodo, agressividade, entre outros, por parte do animal.

Quadro 1. Sistema de pontuacédo para avaliagcdo macroscopica da ferida cirtrgica

Varidveis/Pontos 0 1 2 3 4
Presenca e grau de edema| Ausente Discreto Moderado Intenso -
Presenca e grau de eritema| Ausente Discreto Moderado Intenso -
Presenca e grau de dor/ Ausente Discreto Moderado Intenso -
Desconforto
\Vocalizacdo a manipulagdo| Ausente Discreto Moderado Intenso -
Presenca e grau de prurido| Ausente Discreto Moderado Intenso -
Presengaie caracterizagao Ausente Serosa Eritemato- Purulenta Mucoide
de secrecéo ceruminosa
Quantidade de secrecao Ausente Pouca Moderada Excessiva -
E_volu.gao ~do processo de i Boa Regular Ruim i
cicatrizacéo

Avaliacdo Histopatoldgica
As amostras fixadas em formal a 10%, emblocadas em parafina, cortadas
em seccOes de 5 micrdbmetros e coradas com hematoxilina-eosina, foram
analisadas com o auxilio de microscopio 6ptico para avaliacdo de alteracdes
histol6gicas, e foram pontuadas para verificacdo da resposta inflamatoria

(Quadro 2) e do processo de cicatricial (Quadro 3).



Quadro 2. Sistema de pontuacao
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para avaliacdo histoldégica da resposta

inflamatoria
Variaveis/Pontos 0 1 2 3
Colagenizagéo Ausente Discreto Moderado Intenso
Angiogénese Ausente Discreto Moderado Intenso
Fibroblastos Ausente Discreto Moderado Intenso
Polimorfonucleados Ausente Discreto Moderado Intenso
Mononucleados Ausente Discreto Moderado Intenso
Quadro 3. Sistema de pontuacdo para avaliacdo histolégica do processo
cicatricial
Variaveis/Pontos 0 1 2 3
Necrose Ausente Discreto Moderado Intenso
Hiperplasia Ausente Discreto Moderado Intenso
Reepitelizagéo Ausente Discreto Moderado Intenso

Imuno-histoquimica

Para o estudo imuno-histoquimico, os cortes foram estendidos em laminas

de vidro previamente limpas e desengorduradas, preparadas com adesivo a

base de organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano, Sigma Chemical C.O., USA).

Os cortes foram submetidos aos anticorpos especificos (Quadro 4). O

sistema de deteccao utilizado foi de acordo com as instru¢des dos fabricantes.

Quadro 4. Anticorpos que foram utilizados nas reacfes imuno-histoquimicas em
amostras de pele de cdes com diferentes tratamentos. Laboratério de Imuno-
histoquimica da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.

Anticorpo Clone Empresa | Diluicdo | Recuperacdo | Periodode Sistema de
antigénica incubacao deteccgéo
Pepsina Novolink™
Dako, Porcine Gastric 120 Polymer
CD31 Monoclonal | JC70A 1:50 Mucosa — minutos Detection
Sigma Life Systems — Leica
Science- United Biosystems New
Kingdom. Castle Ltd-
United Kingdom.
ImPath, Novocastra™ Novolinkt™
Ael/Ae3 | Policlonal |Cytokeratin| 1:400 Epitope 120 Polymer
cockalil Retrieval minutos Detection
Solutions Ph9 — Systems — Leica
Leica Biosystems New
Biosystems Castle Ltd-
New United Kingdom.
Castle Ltd-
United
Kingdom.,
Banho- maria
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Os dados da imunomarcacao de Ael/Ae3 foram avaliados por meio de
fotomicrografias, obtidas pelo microscépio 6ptico, no aumento de 2x, realizadas
no programa NIS — Nikon Imaging Software Elements version 4.30. Foi
selecionado o campo para obtencdo da imagem que apresentar a
imunomarcacao epitelial. Posteriormente, as imagens foram analisadas com
auxilio do software Image J®, com o plug-in Threshold Colour, obtendo-se o
percentual da area total de reepitelizacdo da ferida por meio da analise de
particulas automatizadas de acordo com selecdo e medida das areas com base
na cor.

O indice angiogénico para CD31 foi determinado pela técnica de
contagem microvascular (MVC) segundo Maeda et al. (1995). Foram analisadas
as areas com maior numero de vasos na profundidade da lesédo [24]. As areas
de maior vascularizagdo foram identificadas utilizando-se aumento de 40x.
Qualquer célula ou grupo celular endotelial, corado positivamente separado dos
microvasos adjacentes, e de outros elementos do tecido conjuntivo, foi
considerado como vaso unitario, assim como, também, os vasos contendo
limen. A contagem dos vasos aconteceu em cinco campos, selecionados
previamente com elevada densidade vascular, no aumento de 400X, utilizando
microscopio optico de luz. A contagem microvascular (MVC) foi determinada
duas vezes por um unico avaliador, em dois momentos diferentes e expressado

como numero médio de vasos em cada caso estudado.

Anélise estatistica

A andlise descritiva de todas as variaveis avaliadas no estudo foi realizada
considerando os valores da mediana e intervalo interquartil. As variaveis, por
possuir medidas repetidas e serem qualitativas ordinais, foram andlisadas por
meio do Modelos de Logitos Cumulativos ajustado por Gauss-Hermite com 7
pontos de quadratura (Cumulative Link Mixed Model), uma extesdo dos Modelos
Lineares Generalizados Mistos (Generalized Linear Mixed Model - GLMM). O
efeito do fator tratamento foi obtido pelo teste da raz&o de verossimilhanga
(likelihood ratio tests), comparando o modelo nulo com o modelo com o efeito do
tratamento. Os contrates dentro dos tratamentos foram obtidos por meio do teste

de comparacdes multiplas de bonferroni. Todas as analises foram realizadas no
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Software R (R Core Team, 2020), sendo adotado um nivel de significancia igual
a 5%.

RESULTADOS

Avaliagao Qualitativa

Comparando com o controle, animais que foram tratados com
Moxaterapia, estatisticamente apresentaram diferenca significativa nas
variaveis: Dor/desconforto, Prurido e Cicatrizacdo. Porém néo teve diferenca
significativa nas variaveis: Edema, Eritema, Manipulagdo, Presenca de

secrecédo, quantidade de secrecao (Tabela 1).

Tabela 1. Analise Estatistica descritiva de oito varidveis com respeito a feridas
tratadas com Moxaterapia

Variavel Tratamento n Mediana IQR RV
Edema Voraterapia 100 0 [ 0d9%2
N T R T
Dor/Desconforto Mg:)?ar]cg?allzia 188 8 8 0,0004
R A R T
Prurido Voaterapa 1000 o 00083
Presenca de secrecdo Mg;z:tg?allzia 188 8 0’%5 0,0757
QuantidaQe de Controle_ 100 0 0 0.1057
secrecao Moxaterapia 100 0 0,25 '
Cicatrizacio Mgf;gf;;ia o0 : 0 00403

n: nimero de observagdes; IQR: intervalo interquartil; LR: teste da razdo de verossimilhanca
(likelihood ratio tests).

A analise das variaveis macroscopicas mostrou efeito ndo significativo (p
>0,05) entre os grupos controle e aplicacéo de curativo a base de PHMB 1 ou 2
vezes ao dia, para todas as variaveis analisadas (Figura 2).

Comparado com o controle, animais que foram submetidos ao tratamento
com Moxaterapia e PHMB, nao apresentaram estatisticamente uma diferenca
significativa nas variaveis analisadas, porém quando se compararam 0S grupos

s

do gel (PHMB) com o grupo da Moxaterapia, € evidente uma diferenca
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significativa em varidveis especificas como a presenca de secre¢do e a

guantidade de secrecéo (Tabela 2).

EEERERE : , S ok as Y A :
Figura 2. Imagem fotogréfica da ferida cirdrgica localizada na regido
pré-umbilical do abdémen de cées aos 10 dias de tratamento. A:
Lesdo do grupo controle. B: Lesdo do grupo tratado com
Moxaterapia. C: Lesdo do grupo tratado com PHMB. Fonte:
Laboratério de Ortopedia e Neurocirurgia Veterinaria da
Unesp/FCAV.

e B - 1

Tabela 2. Analise descritiva de 8 variaveis qualitativas e efeito de cada
tratamento

Variavel Tratamento n Mediana IQR BH
Controle 100 1 1 a
Moxaterapia 100 O 1 a
Edema PHMB 1x dia 100 0 1 a
PHMB 2x dia 100 0 1 a
Controle 100 1 1 a
Eritema Moxaterapig 100 O 1 a
PHMB 1x dia 100 1 1 a
PHMB 2x dia 100 0 1 a
Controle 100 O 0 a
Moxaterapia 100 O 0 a
Dor/desconforto PHMB 1x dia 100 0 0 a
PHMB 2x dia 100 0 0 a
Controle 100 0 0 a
Manipulacéo Moxaterapia 100 0 0 a
PHMB 1x dia 100 0 0 a
PHMB 2x dia 100 0 0 a
Controle 100 0 0 a
Prurido Moxaterapia 100 0 0 a
PHMB 1x dia 100 0 0 a
PHMB 2x dia 100 0 0 a
Controle 100 0 0 ab
Presenca de Moxaterapia 100 0 0,25 a
secregao PHMB 1x dia 100 0 0 b
PHMB 2x dia 100 0 0 b
Controle 100 0 0 ab
Quantidade de Moxaterapia 100 0 0,25 a
secregao PHMB 1x dia 100 0 0 b
PHMB 2x dia 100 0 0 b
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Controle 100 1 0 a
Cicatrizacso Moxaterapiz_:l 100 1 0 a
PHMB 1x dia 100 1 0 a
PHMB 2x dia 100 1 0 a

n: nimero de observagoes; IQR: intervalo interquartil. Max: valor maximo; Min: valor minimo;
Bonf: teste de comparagGes muiltiplas de Bonferroni.

Avaliacao Histopatoldgica

De acordo com as variaveis analisadas: PV = proliferacdo vascular, CM =
células mononucleadas, VER = células polimorfonucleadas, PF = proliferacéo
fibroblastica, C = colagenizacdo, N = necrose, H = hiperplasia e R =
reepitelizacdo, ao serem submetidas a avaliagio estatistica se observa que o
grupo tratado com Moxaterapia ndo apresentou diferenca significativa

comparado ao grupo controle (Tabela 3) (Figura 3)

Figura 3. Imagem fotograflca da Iamlna hlstologlca da ferida circular pre-
umbilical, A: Processo inflamatério da ferida do grupo tratado com
Moxaterapia. B: Colagenizacgéo da ferida do grupo tratado com Moxaterapia,
Fonte: Laboratério de Ortopedia e Neurocirurgia Veterinaria da
Unesp/FCAV.

Tabela 3. Analise descritiva de 8 variaveis histoldgicas e efeito do tratamento:
Moxaterapia

Variavel Tratamento n Mediana IQR RV
i Voterapia 100 1 05 06046
o jonole 0 e oo
VER Mg;z:tg?altzia 188 g 11,'755 0,8077
or oo 0 e s
c Mg;z:tg?altzia 188 f 0'17 > 0,1316
N votsrapa 100 1 L oam0s
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Controle 100 0 0

H Moxaterapia 100 0 0 0,5278
Controle 100 1 1

R Moxaterapia 100 1 0 0,0698

n: ndmero de observacgdes; IQR: intervalo interquartil; LR: teste da razdo de verossimilhanca
(likelihood ratio tests).

A analise das variaveis microscoépicas no tratamento com o gel PHMB
mostrou efeito significativo (p <0,05) apenas para a variavel colagenizacgéo, entre
0s grupos controle e aplicagao de curativo a base de PHMB 2 vezes ao dia,

sendo néo significativo (p >0,05) em relacédo ao grupo PHMB 1 e para todas as
outras variaveis analisadas (Tabela 4) (Figura 4).

N

Figura 4. Imagem fotogréafica da lamina histolégica da ferida circular pré-umbilical,
A: Proceso de Colagenizacdo da ferida do grupo tratado com PHMB. B:
Reepitelizacdo da ferida do grupo tratado com PHMB, Fonte: Laboratorio de
Ortopedia e Neurocirurgia Veterinaria da Unesp/FCAV.
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Tabela 4. Analise descritiva de 8 variaveis histoldgicas e efeito do tratamento:
PHMB a cada 12 e 24 horas

Variavel Tratamento n Mediana IQR BH
Controle 100 1 0 a

PV PHMB 1x dia 100 2 1 a
PHMB 2x dia 100 1 1 a

Controle 100 2 15 a

CM PHMB 1x dia 100 3 0,75 a
PHMB 2x dia 100 3 1 a

Controle 100 2 15 a

VER PHMB 1x dia 100 3 0,75 a
PHMB 2x dia 100 3 1 a

Controle 100 2 1 a

PF PHMB 1x dia 100 1 0,75 a
PHMB 2x dia 100 1 0 a

Controle 100 2 0,75 b

C PHMB 1x dia 100 1 0,75 ab
PHMB 2x dia 100 1 0 a

Controle 100 2 1 a

N PHMB 1x dia 100 2,5 1,75 a
PHMB 2x dia 100 2,5 1,75 a

Controle 100 0 0 a

H PHMB 1x dia 100 0 0 a
PHMB 2x dia 100 0 0 a

Controle 100 1 1 a

R PHMB 1x dia 100 1 0,75 a
PHMB 2x dia 100 1 0,75 a

n: nimero de observagdes; IQR: intervalo interquartil. Max: valor maximo; Min: valor minimo;

Bonf: teste de comparac¢des multiplas de Bonferroni.

Comparado com o controle, animais que foram submetidos ao tratamento

com Moxaterapia e PHMB, ndo apresentaram estatisticamente diferenca

significativa nas variaveis analisadas (Tabela 5) (Figura 5).
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Figura 5. Imagem fotografica da lamina histologica da ferida circular pré-
umbilical, A e D: Seta amarela: Zona de necrose Seta azul: Zona viavel B e C:
Zona de necrose, em ferida do grupo tratado com PHMB Fonte: Laboratério de
Ortopedia e Neurocirurgia Veterinaria da Unesp/FCAV

Tabela 5. Andlise descritiva de oito varidveis histolégicas: Comparacdo da
Moxaterapia com o PHMB.

Variavel Tratamento n Mediana IQR BH
Controle 100 1 0 a
PV Moxaterapia 100 1 0,75 a
PHMB 1x dia 100 2 1 a
PHMB 2x dia 100 1 1 a
Controle 100 2 1,5 a
CM Moxaterapia 100 2 1,75 a
PHMB 1x dia 100 3 0,75 a
PHMB 2x dia 100 3 1 a
Controle 100 2 15 a
VER Moxaterapia 100 2 1,75 a
PHMB 1x dia 100 3 0,75 a
PHMB 2x dia 100 3 1 a
Controle 100 2 1 a
PE Moxaterapia 100 1 1 a
PHMB 1x dia 100 1 0,75 a
PHMB 2x dia 100 1 0 a
C Controle 100 2 0,75 a
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Moxaterapia 100 1 1 a
PHMB 1x dia 100 1 0,75 a
PHMB 2x dia 100 1 0 a
Controle 100 2 1 a
N Moxaterapia 100 1 1 a
PHMB 1x dia 100 2,5 1,75 a
PHMB 2x dia 100 25 1,75 a
Controle 100 O 0 a
H Moxaterapia 100 O 0 a
PHMB 1x dia 100 O 0 a
PHMB 2x dia 100 O 0 a
Controle 100 1 1 a
R Moxaterapia 100 1 0 a
PHMB 1x dia 100 1 0,75 a
PHMB 2x dia 100 1 0,75 a

n: nimero de observagdes; IQR: intervalo interquartil. Max: valor maximo; Min: valor minimo; Bonf: teste
de comparag¢8es multiplas de Bonferroni.

Avaliagdo imuno-histoquimica

De acordo com as variaveis analisadas, o indice angiogénico (CD31) e a area
de reepitelizacdo da ferida (Ael/Ae3), ao serem submetidas a analise estatistica
demonstraram os seguintes resultados: referente ao fator reepitelizacdo, os grupos
tratados com moxaterapia e PHMB ndo apresentou diferenca significativa quando
comparado com o grupo controle, porém h& diferenca entre o tratamento com
moxaterapia e o tratamento com PHMB 2x dia. Vale notar o valor de “TE” que
representa o tamanho do efeito. Com valor de 0,25, isso indica que 25% da variacao
da fracdo de reepetelizacéo é devido a aplica¢do do tratamento como um todo (Moxa,
PHMB 1 e 2x dia). O valor de TE varia de 0 a 1, sendo normalmente atribuido valores
de 0,10 a 0,30 como baixo efeito, 0,31 a 0,50 efeito moderado e maior que 0,51 grande

efeito (Tabela 6) (Figura 6)

Tabela 6. Andlise descritiva da variavel fracdo da reeptelizacdo e efeito de cada
tratamento

Variavel Tratamento n Média DP Min Max r
Controle 10 0,07 0,03 0,03 0,13
Reeptelizacio Moxaterapia 9 0,082 0,04 0,03 0,13 025
1 phmb 10 0,05® 0,03 0,01 0,10 '
2 phmb 10 0,04° 0,02 0,00 0,09

n: nimero de observacdes; DP: Desvio-padrdo; Max: valor maxio; Min: Valor minimo; r: tamanho do
efeito .
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Figura 6. Box-plot da fracao de reeptelizacdo nos diferentes tratamentos.

De acordo com o indice angiogénico os dados obtivos ao serem submetidas a
avaliacdo estatistica se observa que os grupos tratados com Moxaterapia e PHMB
nao apresentaram diferenca significativa quando comparado com o grupo controle
(Tabela 7), (Figura 7). Importante mencionar que foram analizados 5 campos
diferentes, evidenciando de forma individual a auséncia de significancia estatistica,
permitindo assim realizar a andlise estatistica a partir da mediana dos 5 campos
avaliados. O sistema estatistico consegue analisar dados desbalanceados, por isso a
diferenca no numero de amostras analisadas (50 e 40); porém deve-se considerar 0s
resultados com cautela devido a serem somente 10 animais avaliados em 5 campos

histoldgicos diferentes.

Tabela 7. Andlise descritiva da varidvel nimero de vasos sanguineos e efeito de cada
tratamento.

Variavel Tratamento n Mediana IQR Min Max
Controle 40 72 2,97 3 15

NGmero de vasos Moxaterapia 50 72 2,97 2 14
1 phmb 40 5,52 2,22 2 13

2 phmb 50 78 2,97 3 16

n: numero de observag@es; IQR: intervalo interquartil; Max: valor méximo; Min: Valor minimo.
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Figura 7. Box-plot do numero de vasos sanguineos nos diferentes tratamentos.

DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos terapéuticos da
moxaterapia e PHMB na cicatrizacdo de feridas cirtrgicas (limpas) em cédes, com
énfase no tempo e qualidade; visando o fechamento precoce das feridas sem a
presenca de atributos associados assim como altera¢des na formacédo de colageno
que permita o desenvolvimento de cicatrizes hipertréficas ou queloides. A escolha da
realizacdo de uma ferida cirirgica para serem testados os tratamentos anteriormente
mencionados justifica-se pela falta de estudos que os avaliem durante o processo da
cicatrizacdo em feridas limpas de origem cirurgica.

O tempo de avaliagao escolhido no presente estudo tem como base trabalhos
anteriores realizados em feridas de cées, onde aos 10 dias de pds-operatorio ja era
possivel retirar os pontos da ferida tratada, evidenciando o fechamento e cicatrizacéo
da mesma. Importante mencionar que as feridas do presente estudo foram feridas que
nao foram suturadas e permaneceram abertas durante todo o tempo de avaliagéo.
Partindo deste ponto, foi escolhido o tempo de 10 dias de avaliacdo, visando a
cicatrizacéo e fechamento precoce e de qualidade da leséo [25].
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De maneira geral os resultados mostram que os animais tratados com
moxaterapia e PHMB ndo obtiveram uma eficacia superior no processo da
cicatrizacdo quando comparados com o0 grupo controle. Desta forma, a hipdtese
sugerida em relacdo ao potencial cicatrizante dos tratamentos testados ndo pode ser
corroborada, diferente dos estudos utilizados como base para a presente pesquisa,
que apresentaram resultados satisfatorios, decerto por se tratar de feridas
contaminadas, além de ser feridas onde as bordas foram aproximadas com sutura. E
importante citar que feridas cirargicas limpas assim como feridas crdénicas correm o
rico de se contaminar com o tempo assim como as diferentes condi¢ées ambientais
aonde estdo expostas; permitido a proliferagdo e colonizacdo, comprometendo o
processo da cicatrizacdo, [26].

Os inameros tipos de curativos que existem tém como funcdo proteger as
feridas contra o desenvolvimento de processos infecciosos a partir da barreira
oferecida pelo mesmo, permitindo um ambiente propicio para progredir em direcdo ao
fechamento da ferida [5]; embora os curativos possam atuar como uma barreira para
bloquear a entrada de bactérias externas, existe o risco de proliferacdo de bactérias
na superficie da ferida assim como a migracdo de bactérias ao redor das feridas,
processo que tem maior incidéncia nos dias 3 e 5 apds a implantacdo [27].

Atualmente, nenhum curativo para feridas € disponivel comercialmente com
atividade antibacteriana, sendo usados com subprodutos como € o PHMB, o qual
possui efeito bactericida, que demostrou ser o menos afetado pela temperatura, pH e
matéria organico presente nos leitos das feridas. [28]. No estudo, os curativos
associados ao PHMB e moxaterapia, mesmo nao diminuindo o tempo do processo da
cicatrizacdo, evidenciou a nivel macroscopico, feridas sem a presenca de atributos
indicativos de processos infecciosos em todos os grupos analisados, , corroborando
0 potencial antisséptico dos tratamentos testados. No estudo foram trocados os
curativos a cada 12 e 24 horas, dependendo do tipo de tratamento estabelecido para
cada grupo. De acordo com o estudo realizado por Jin et al. (2020), o tempo de
liberacdo do PHMB correlacionou-se positivamente com o periodo de alta incidéncia
de infecgéo (3-5 dias) apos a realizagéo da ferida. Aspecto importante evidenciado no
mesmo estudo foi a auséncia de significancia estatistica em quanto aos efeitos

terapéuticos e tempo de liberagdo do produto quando se compara 0 uso de
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concentragdes diferentes do gel a base de PHMB (1% e 2%), independentemente de
estar em um ambiente asséptico ou ndo asseéptico, sugerindo que 1% € provavelmente
a concentragcdo minima que permite liberacdo constante e funcional de PHMB,
permitindo assim adotar essa concentracdo para outros experimentos subsequentes;
de igual forma o PHMB néo afetou a proliferacao de fibroblastos ou células endoteliais
vasculares durante os 21 dias de avaliagcdo, evidenciando a compatibilidade e
auséncia de citotoxicidade do tratamento; da mesma forma Marquardt et al. (2011)
obteve resultados satisfatorios em feridas contaminadas de humanos, realizando as
trocas dos curativosa base de PHMB a cada 2-4 dias associados a terapia: Negative
Pressure Wound Therapy até que as feridas estivessem livres de infeccdo para
finalmente serem suturadas, sugerindo para futuros estudos, realizar as trocas dos
curativos apds um periodo de tempo mais longo, para os casos onde foram utilizar
curativos a base de PHMB [28,29].

Dentro dos estudos presentes na literatura, encontra-se o estudo realizado por
Nolff et al. (2018) que comparou a eficacia do PHMB, plasma de argénio frio e solucéo
salina na reducao de bactérias em feridas causadas por mordidas de caes, diminuindo
de forma significativa a carga bacteriana quando comparado com 0s outros tipos de
tratamentos avaliados [25]. As feridas abertas que cicatrizam por segunda intencéo,
apresentam maior risco de contaminacao e presenca de bactérias que comprometem
o0 processo fisioldgico da cicatrizacdo, impedindo a regeneracao saudavel dos tecidos
a partir da producédo de enzimas proteoliticas (colagenases), as quais degradam o
colageno presente no leito da ferida, assim como toxinas que afetam de forma indireta,
a partir da liberacéo estimulantes pro-inflamatorios. Por isso a importancia de realizar
lavados (solucao salina estéril 0,9%) e tratamentos antissépticos ou anti-inflamatérios,
gue visem um ambiente propicio para o desenvolvimento do processo de cicatrizacao
de feridas [5].

Segundo Moore et al. (2016), em humanos, feridas crbnicas-contaminadas que
nao cicatrizam, o gel a base de PHMB proporcionou um ambiente umido, favorecendo
a producéo do tecido de granulagdo e mantendo, na maior parte dos casos clinicos,
feridas com carga bacteriana controlada ou ausente, facilitando assim, o fechamento
e cicatrizacdo das feridas; digno de nota foi o fato de que com PHMB, a terapia

antimicrobiana néo foi iniciada em quase 90% dos pacientes e, quanto ao tempo do
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processo da cicatrizacdo, evidenciaram que as feridas venosas apresentaram o menor
ndamero de dias para o fechamento, com um promédio de 29 dias, diferente das
Ulceras diabéticas onde o periodo de tempo foi mais longo, aproximadamente 92 dias
[5]. Referente ao processo de formacdo de colageno do grupo PHMB 2x dia,
comparado com o0s demais grupos, apresentou estatisticamente diferenca
significativa. Devemos ressaltar que as feridas dos grupos tratados com PHMB
permaneciam umidas, devido aos curativos impregnados com o gel, diferente dos
demais grupos avaliados. Desta maneira, € necessario expor que por conta da
diferenca de ambiente entre as feridas (humedas e secas), inclusive entre os grupos
tratados a cada 12 horas e 24 horas com o gel PHMB, a fase de proliferagéo conseguiu
ser diferente em cada grupo. De igual forma, por ser o PHMB um antibacteriano de
amplo espectro, teoriza-se que o efeito antimicrobiano do gel inibiu a colonizacéo
bacteriana e evitou a producéo de enzimas proteoliticas, que degradam e impedem a
sintese de colageno, mantendo um tecido de granulacdo saudavel, além de reduzir a
necessidade de uso de antimicrobianos [30].

De acordo com os resultados observados no grupo tratado com moxaterapia,
na medicina humana tem demonstrado resultados satisfatorios em diferentes areas,
incluindo tratamentos de feridas cutaneas, seja pela manipulacdo de calor nos
acupontos ou diretamente nos locais lesionados [31]. Sabe-se que a moxabustéo atua
ativamente na circulacdo periférica, e consequentemente na circulagéo visceral, tendo
acao na fase inflamatoria da cicatrizacdo de feridas [31]. Assim, a terapia térmica, por
interferir na circulagéo local, otimiza a cicatrizagéo de feridas cronicas e infectadas e
também reduz a ocorréncia de necrose nos tecidos [32], efeitos que provavelmente
nao foram significativos no estudo por se tratar de feridas limpas geradas
cirurgicamente a partir de técnicas assépticas. E importante observar o tempo de
exposicdo a combustdo da erva em cada troca de curativo. Os animais no estudo
foram expostos durante 5 minutos, podendo ser um tempo maior para garantir a
temperatura desejada no leito da ferida [33-35], fator importante que interfere
diretamente com o0s resultados do tratamento [34,35]; esses fatores citados
anteriormente puderam interferir na validagdo da hipotese planteada, sugerindo para
futuros estudos, realizar tratamentos com outros intervalos de tempo de exposi¢céo a

moxaterapia.
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De acordo com o estudo desenvolvido por Greten (2018), foi utilizado o0 método
de aplicacao indireta (moxaterapia) devido ao fato de que a aplicacdo de moxabustao
a uma distancia de 3 cm evita danos térmicos e dor nos pacientes, observando que a
temperatura efetiva na superficie da pele pode ser alcangcada com a permanéncia do
bastdo de moxabustdo sobre a area desejada (5- 10 min) e assim alcancar a eficacia
do tratamento [12]. Alguns autores afirmam que a temperatura elevada na superficie
da pele é o que determinara qual receptor sera ativado [35], sendo que a temperatura
Otima para a moxabustao ser toleravel e apresentar a resposta terapéutica desejada
deve ser num limiar maior que 43°C [35]. A elevacdo da temperatura também
desencadeia o processo de degranulagdo de mastdcitos e aumentao fluxo sanguineo
no local [34]. Nao foi avaliado a temperatura da pele alcancada durante os 5 minutos
tratamento, entretanto os animais mantiveram-se aparentemente saudaveis durante
todo o tempo em que foram tratados, sem sinais de dor e desconforto, assim como
alteracdes dermatoldgicas por queimadura, isso provavelmente é justificado pela
escolha do tempo e distancia utilizada no tratamento com a moxaterapia. Por ser a
temperatura um fator importante no tratamento, sugere-se, em futuros estudos, avaliar
e mesurar a temperatura na qual chega a ferida dos pacientes tratados com
moxaterapia.

Dos 10 pacientes tratados com moxaterapia (grupo moxaterapia), se observou
de forma macroscopica uma boa evolugéo cicatricial em todos os animais ao longo
dos 10 dias de avaliacdo. As bordas das feridas ndo apresentaram edema e eritema
durante as primeiras 72 horas, ao dia 5 ja era possivel observar tecido de granulacéo
exuberante no leito das feridas. Do dia 6 ao dia 10 se observou regressao progressiva
das bordas das feridas, sem fechar por completo. Quando se compara com 0 grupo
controle, ndo teve diferenca estatistica signficativa na maioria das variaveis, sendo a
moxaterapia relevante nas variaveis: presenca de dor/desconforto, prurido e
cicatrizacdo. Segundo Seki et al. (2011), a moxabustéo leva a vasoconstricdo no ponto
submetido ao calor, enquanto a vasodilata¢cdo em torno do ponto, permitindo aumentar
o fluxo sanguineo arterial periférico e a permeabilidade microvascular, possibilitando
a chegada de mediadores inflamatérios pelo sistema imunolégico assim como o
aumento do fluxo linfatico, diminuindo as areas edemaciadas, producdo e

extravazamento de proteinas plasmaticas como protetores endégenos em resposta a
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hipertermia e outros estresses ambientais, que contribuem com a formagéao do tecido
de granulacdo, o qual explicaria as caracteristicas do processo da cicatrizacdo
observadas nos 10 animais tratados com moxaterapia [36].

Todavia, os mecanismos de acao que promovem os beneficios da moxaterapia
no controle da dor em feridas limpas ainda ndo estdo completamente esclarecidos,
porém se acredita que a analgesia pode ser consequente a liberacdo de endorfinas
no momento do tratamento [36]. A nivel histopatoldgico, as caracteristicas avaliadas
(presenca de  proliferagdo  vascular, células mononucleadas, células
polimorfonucleadas, proliferacédo fibroblastica, colagenizagéo, necrose, hiperplasia,
reepitelizacdo), estiveram presentes no grupo tratado com moxaterapia,
caracteristicas presentes em qualquer processo de cicatriza¢ao [37], porém nao foi
estatisticamente significativo quando se comparou com o grupo controle. De acordo
com Deng et al.(2013), a moxaterapia possui efeitos antibacterianos; se sabe que
feridas contaminadas apresentam processos inflamatérios exacerbados, e diferentes
reacoes a nivel local e sisttmico que impedem a regeneracao saudavel dos tecidos
[31,38]. Devido a falta de estudo na medicina veterinaria, e por se tratar de feridas
limpas, pode se acreditar que a moxaterapia usada em feridas cirdrgicas ajuda manter
o leito da ferida em condicBes onde se consiga desenvolver o processo fisioldgico
normal da cicatrizagdo, sem diminuir o tempo da mesma, diferente se se tratasse de
feridas contaminadas-infectadas, onde a partir dos efeitos anteriormente citados,
ajudaria no processo de reparacdo evitando processos de cicatrizacao tardio.

N&o foram realizados esfregacos ou culturas bacterianas para determinar a
presenca ou ndo das mesmas, entretanto as feridas mantiveram-se aparentemente
saudaveis, sem a presenca de atributos associados indicativas de processos
infecciosos durante o tempo em que foram avaliadas, isso provavelmente é justificado
pela origem da ferida (criada cirurgicamente baixo técnicas assépticas). De igual
forma baseados nos resultados do grupo tratado com PHMB, justificasse pelos efeitos
antibacterianos do gel, efeitos observados no estudo realizado por [15], assim como
0 estudo desenvolvido por Hubner (2015) que teve como resultado a diminuicao
altamente significativa da pontuacdo de contaminacdo da ferida (contaminada)
somada ao longo do tempo, sem resisténcia bacteriana presente. E importante

mencionar que o PHMB, ao contrario de outros antissépticos, a eficacia antimicrobiana
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nao se compromete a quantidade de fluido presente na ferida, assim como altas
cargas de sangue ou albumina. Isso é de extrema importancia para o uso clinico, pois
o efeito antimicrobiano ndo se limita ao tipo ferida e também, o PHMB blogueia a
fixacdo microbiana as superficies e demonstrou remover biofilmes de forma eficaz in
vitro e in vivo [14]. Seria importante, em estudos posteriores, fazer énfase na avaliacao
microbiolégica a partir de esfregacos ou culturas para determinar cargas bacteriana e
eficiéncia dos tratamentos testados quanto ao controle dos mesmos.

A resisténcia bacteriana € um processo que vem se disseminando de acordo
com o uso de tratamentos com antimicrobianos, e o PHMB, assim como a Moxaterapia
€ uma substancia antisséptica com um amplo espectro antimicrobiano com baixo risco
de resisténcia e potencial cicatrizante, além da facilidade de uso, baixa toxicidade, alta
compatibilidade com os tecidos, que os fazem se tornar produtos provisorios no
tratamento de feridas, sendo usado atualmente na medicina humana para tratamento
de lesdes cutaneas contaminadas e outros tipos de patologias [14,39] Faltam estudos
enfocados no tratamento de feridas limpas na medicina veterinaria, razao pela qual
foram escolhidos os tratamentos anteriormente citados para avaliar o potencial
cicatrizante em este tipo de feridas em particular.

A falta de estudos sobre o uso de PHMB e Moxaterapia na cicatrizacédo de
feridas cirargicas ndo contaminadas em caes, impediu que se pudesse confrontar 0s
resultados de outros autores com os resultados obtidos neste estudo. Porém se sabe
gue os tratamentos escolhidos possuem efeitos positivos na cicatrizacéo de feridas,
incluindo descontaminacao, desintoxicacao, estabilizacdo interna da ferida, reducao
do edema da ferida assim como promover a formacgédo de tecido de granulacdo
levando ao fechamento rapido das feridas [28]. Da mesma forma, no mesmo estudo,
o uso do PHMB em feridas ndo infectadas, comprovaram que ndo afeta a
vascularizacdo nem habilidades de reparo tecidual, justificando os resultados obtidos
na avaliacdo imuno-histoquimica, onde se avaliou o indice angiogénico (CD31) e a
area de reepitelizacdo da ferida (Ael/Ae3), sem apresentar significancia estatistica,
guando comparada com o grupo controle.

N&o foram analisados os efeitos colaterais do PHMB nem da Moxaterapia no
presente estudo, entretanto os animais mantiveram-se aparentemente saudaveis

durante todo o tempo em que foram avaliados, isso provavelmente € justificado pela
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escolha do curto periodo que foram tratados os animais presentes no estudo.

Dentro das limitagdes presentes no estudo, existe a falta de padronizacdo em
qguanto a realizacdo dos curativos, devido a presenca de varios médicos veterinarios
realizando o estudo, fazendo com que a quantidade do gel usada assim como a
distancia com que se fez a moxaterapia pudesse ser diferente de uma pessoa a outra.
De igual forma faltou realizar andlises do processo da cicatrizacdo em diferentes
intervalos de tempo, e ndo s6 em 10 dias, mensurar o tamanho da ferida de forma
diaria para calcular a regrecdo da ferida e obter diferentes dados para submeter a
andlise, assim como a realizacdo de culturas nos leitos da ferida para confirmar a
presengca ou ausenca de contaminacao e infeccdo das feridas. Outra importante
limitacdo foi o estresse dos animais confinados durante os dez dias de avaliacéo,
podendo alterar os niveis de cortisol basal (parametro ndo avaliado), interferindo no
processo normal da cicatrizagcdo. A falta de dados na literatura para comparar 0s
resultados obtidos, assim como a realizagdo de outras analises laboratoriais foram

outros tipos de limitacBes presentes no desenvolvimento do estudo.

CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente estudo se conclui que o tratamento de
feridas limpas a partir de curativos com PHMB e moxaterapia sédo eficazes e
compativeis como agentes promotores da cicatrizacdo, mesmo nado diminuindo o
tempo, permitiram manter os leitos das feridas em um ambiente propicio para
progredir em direcdo ao fechamento da mesma, sem sinais de citotoxicidade que
comprometeram a formac&o de colageno, reepitelizacdo e neovascularizacdo de
tecido, permitindo a profilaxia antibacteriana sem o uso de terapias antibioticas,
diminuindo o risco de resisténcia bacteriana; reforcando ainda mais o fato de continuar
estudando outros produtos que permitam potencializar e melhorar o processo da
cicatrizacdo, quanto ao tempo e qualidade, até estabelecer um tratamento ouro,

atualmente ausente na medicina veterinaria.
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