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TRINDADE, Wesley Alves. O potencial cicatrizante do extrato de Hypericum perforatum
l. incorporado em gel sobre feridas cutineas induzidas, protegidas por curativo
biocompativel: explorando alternativas naturais. Orientador: Ricardo de Melo Germano.
2025. 78 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal com Enfase em Produtos Bioativos) -
Universidade Paranaense, Umuarama, 2025.

RESUMO

A pele ¢ um orgdo essencial & homeostase do organismo. Diante dos elevados custos
associados ao tratamento de lesdes cutaneas, intensifica-se a busca por agentes bioativos,
como polimeros e fitoprodutos naturais, capazes de acelerar ou favorecer o processo
cicatricial. Este estudo avaliou os aspectos clinicos e histopatologicos durante o processo de
cicatrizagdo de feridas cutaneas induzidas em ratos Wistar, tratadas com biomembrana
comercial e gel contendo extrato da planta Hypericum perforatum. Foram utilizados 90 ratos
machos, da linhagem Wistar, divididos em cinco grupos, com 18 animais cada. As feridas
cutaneas foram induzidas cirurgicamente no diametro de 10mm com auxilio de um punch, na
regido dorsal entre as escapulas e, tratados de acordo com os grupos, sendo: GI cicatriza¢ao
espontanea por segunda intengdo, GII gel e biomembrana, GIII biomembrana e gel com o
extrato na concentracdo de 5%, GIV biomembrana e gel com o extrato na concentracdo de
10% e GV biomembrana e gel com o extrato na concentracdo de 15%. Os animais foram
acompanhados diariamente durante o processo de cicatrizagdo com coletas de informagdes
macroscopicas, por meio de andlise visual e fotografias, além de avaliagdo de dor pos-
operatoria. No 7°, 14° e 21° dia de periodo experimental, seis animais de cada grupo foram
submetidos a eutandsia, pelo método de hipersatura¢do ao anestésico isoflurano, seguido da
coleta de amostras teciduais da pele ao redor do processo cicatricial para avaliagdo
histopatologica, além da mensuracdo das regides cicatriciais para analise estatistica. As
avaliagdes histopatoldgicas microscopicas realizadas por meio das técnicas de Hematoxilina-
eosina e Tricromico de Azan revelaram que as feridas tratadas com o extrato da planta
desenvolveram acdo anti-inflamatoéria no inicio da cicatrizagdo nos animais dos grupos
tratados com gel e extrato aos sete dias, além de reepitelizagdo acelerada neste periodo em
GIII e GV e promoveram a produ¢do de tecido de granulagdo. Aos 14 dias, foi observado
fibroplasia por meio da intensa acdo dos fibroblastos na sintese de coldgeno, além da
reepitelizagdo com qualidade superior nos animais tratados. Aos 21 dias, todos os animais ja
haviam completado a reepitelizacdo, com notavel qualidade das fibras coldgenas nos animais
tratados com gel e extrato, cujas fibras eram mais espessas e a favor das linhas de tensdo. Nas
avaliacdes visuais, foi constatado que os animais ndo desenvolveram nenhum tipo de infec¢ao

e presenca de corpos estranhos nas feridas. Aos sete dias foi notado presenca de tecido de



granulagdo, com melhor qualidade dos animais tratados. As médias das mensuragdes das
feridas ndo demonstraram diferencas significativas aos sete dias, no entanto, aos 14 dias nos
planos avaliados, foi notavel a menor dimensao das feridas nos animais tratados com gel e
extrato, demonstrando melhor eficiéncia do fechamento das feridas. Aos 21 dias todos os
animais ja haviam completado o fechamento das feridas, no entanto, a qualidade das cicatrizes
nos animais tratados foi superior, principalmente em GV. Ambos os estudos demonstraram
que a HP possuiu capacidade de auxiliar e acelerar a cicatrizacdo de feridas nos animais
tratados.

Palavras-chave: Erva-de-Sao0-Jodo. Extratos vegetais. Lesdes. Ratos Wistar. Reepitelizagao.
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ABSTRACT

The skin is an organ essential to the body's homeostasis. Given the high costs associated with
the treatment of skin lesions, the search for bioactive agents, such as polymers and natural
phytoproducts, capable of accelerating or favoring the healing process is intensifying. This
study evaluated the clinical and histopathological aspects during the healing process of
induced skin wounds in Wistar rats, treated with a commercial biomembrane and gel
containing extract of the plant Hypericum perforatum. Ninety male Wistar rats were used,
divided into five groups of 18 animals each. Skin wounds were surgically induced with a
diameter of 10 mm with the aid of a punch, in the dorsal region between the scapulae and
treated according to the groups, being: GI spontaneous healing by secondary intention, GII gel
and biomembrane, GIII biomembrane and gel with the extract at a concentration of 5%, GIV
biomembrane and gel with the extract at a concentration of 10% and GV biomembrane and
gel with the extract at a concentration of 15%. The animals were monitored daily during the
healing process with collection of macroscopic information, through visual analysis and
photographs, in addition to assessment of postoperative pain. On the 7th, 14th and 21st day of
the experimental period, six animals from each group were euthanized, by the method of
hypersaturation with the anesthetic isoflurane, followed by collection of tissue samples from
the skin around the healing process for histopathological evaluation, in addition to
measurement of the scarred regions for statistical analysis. Microscopic histopathological
evaluations performed using hematoxylin-eosin and Azan trichrome techniques revealed that
animals treated with the plant extract developed anti-inflammatory action at the beginning of
healing in animals treated with gel and extract at seven days, in addition to accelerated re-
epithelialization in this period in GIII and GV and promoted the production of granulation
tissue. At 14 days, fibroplasia was observed through the intense action of fibroblasts in
collagen synthesis, in addition to re-epithelialization with superior quality in treated animals.
At 21 days, all animals had already completed re-epithelialization, with remarkable quality of
collagen fibers in animals treated with gel and extract, whose fibers were thicker and in favor
of the tension lines. In visual evaluations, it was found that the animals did not develop any
type of infection or presence of foreign bodies in the wounds. At seven days, the presence of

granulation tissue was noted, with better quality in treated animals. The mean wound



measurements did not show significant differences after seven days. However, after 14 days,
the smaller wounds were noticeable in the animals treated with gel and extract, demonstrating
better wound closure efficiency. After 21 days, all animals had completed wound closure.
However, the quality of the scars in the treated animals was superior, especially in GV. Both
studies demonstrated that HP had the ability to aid and accelerate wound healing in the treated
animals.

Keywords: “Erva-de-Sao-Joao”. Lesions. Plant extracts Re-epithelialization. Wistar rats.
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AVALIACAO DO POTENCIAL EFEITO CICATRIZANTE DE GEL E EXTRATO
DE Hypericum perforatum L. EM FERIDAS CIRURGICAS CUTANEAS INDUZIDAS
EM RATOS

1.1 Introducao

O processo de reparagao tecidual tem seu inicio no momento em que um estimulo
nocivo tenha causado alguma injuria a pele. Neste momento, uma sequéncia de eventos
ordenados sera desencadeada para que este tecido seja restaurado, promovendo a
funcionalidade da pele. Para que isso ocorra, uma série de células e mediadores quimicos
serdo responsaveis em executar esta reparagdo (Garcia-orue ef al., 2019).

Nesse sentido, a cicatriza¢do de uma ferida serd realizada por meio de trés fases
sequenciais, a iniciar pela fase inflamatéria, marcada por uma vasoconstricdo inicial e
posteriormente uma vasodilatacdo, visando a propagac¢do de células inflamatérias como
neutrofilos e macrofagos e proteinas que serdo responsaveis pelo tampao hemostatico. A
segunda fase ¢ a proliferativa, cujo nome consiste na proliferacdo de fibroblastos e deposicao
de colageno, e a ultima fase ¢ a de maturagdo ou remodelamento, caracterizada pela
remodelacdo da matriz extracelular, restaurando a resisténcia tal como ao tecido original
(Cioce et al., 2024; Silva et al., 2021).

Existem circunstancias em que o processo de reparagdo tecidual ndo ocorre de forma
adequada pelo curso natural, o que pode resultar em complicacdes ou até mesmo em uma
auséncia completa de cicatrizagdo. Nesse contexto, surge a necessidade de explorar
abordagens terapéuticas alternativas que possam atuar como coadjuvantes no processo de
cicatrizacdo (Nemcovsky; Beitlitum, 2018). Esses tratamentos alternativos ndo t€ém a intengado
de substituir as terapias convencionais, mas sim de complementd-las e potencializa-las,
visando otimizar os resultados, garantir maior conforto e minimizar a dor dos pacientes
(Malaquias, 2015).

Visando esta problematica, estudos estdo sendo desenvolvidos para superar os desafios
da reparagdo tecidual, buscando o desenvolvimento de curativos capazes de melhorar ou
potencializar a cicatrizacdo (Jeckson et al, 2021). Atualmente as estratégias estdo voltadas
para agentes farmacoterapéuticos, estruturas de engenharia de tecidos e curativos bioativos
(Yadav; Gupta, 2017).

Uma opc¢do de tratamento utilizada na atualidade sdo as biomembranas de celulose
bacteriana, cuja funcionalidade ¢ promover o desenvolvimento de tecido de granulacao e a

reepitelizagdo eficaz da area lesionada (Coelho et al., 2020). Tais curativos podem ser
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aplicados em superficies extensas ou regides irregulares, ndo requerem trocas didrias, além de
promoverem oxigenagdo da pele, hemostasia e alivio da dor local (Sulaeva ef al.,, 2015; Czaja
et al., 2000).

Formulagdes liquidas e semissolidas também estdo entre os produtos escolhidos para
fornecerem protecao as feridas. Géis, solucdes e cremes possuem a capacidade de recobrirem
a area da lesdo, além de acelerarem o processo cicatricial (Pereira et al, 2013). Das
formulacdes semissolidas, os géis possuem preferéncia frente aos outros produtos, devido a
condig¢des favoraveis a sua aplicacao (Corréa ef al., 2005).

Além dos produtos citados, na medicina veterinaria ha a necessidade de buscar
produtos oriundos de plantas com agdes terapéuticas satisfatorias (Ribeiro et al., 2013). Nota-
se que esta utilizagao se da pelos conhecimentos empiricos e populares entre a sociedade ao
longo dos anos (Xavier; Barroso; Araripe, 2022).

Entre diversas plantas com potenciais terapéuticos, a Hypericum perforatum possui
interesse cientifico por suas propriedades medicinais (Alves et al, 2014). Conhecida
popularmente como hipérico e erva-de-sdo-jodo, seu uso popular ¢ descrito por uso topico
externo, além de unguentos e pomadas adjuvantes na cicatrizacdo de feridas (Piriz et al,
2014). Ainda, tais agdes podem estar relacionadas aos compostos bioativos hiperforina e
hipericina encontrados na Hypericum perforatum (Alves et al., 2014).

Diversos estudos com extratos, 6leos e outros subprodutos da planta demonstram o
grande interesse da industria farmacéutica em elucidar suas propriedades bioldgicas e
farmacolodgicas (Oliveira et al., 2016), além dos riscos e beneficios da utilizagdo desta planta
(Alves et al., 2014).

Assim, o objetivo deste capitulo foi realizar uma revisdo narrativa da literatura
cientifica visando analisar o potencial cicatrizante do gel e do extrato de Hypericum
perforatum L. em feridas cutaneas cirurgicas induzidas em ratos, com foco nos mecanismos
fisiopatologicos da reparagdo tecidual, nas propriedades farmacoldgicas da planta e na

eficacia dos bioativos, como agentes coadjuvantes na modulacao do processo cicatricial.
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1.2 Revisao da Literatura
A pele

A pele, € o maior 6rgao do corpo dos mamiferos e possui uma variedade de estruturas
especializadas que lhe conferem multiplas funcdes fisioldgicas essenciais, incluindo a
regulacdo imunoldgica, a termorregulacao e a prote¢do contra agentes externos, funcionando
como uma barreira anatomica e fisica entre o organismo e o ambiente. Essas caracteristicas
complexas tornam a pele um componente altamente complexo do sistema fisiologico.
(Junqueira; Carneiro, 2017; Miller; Griffin; Campbell, 2013)

Histologicamente, a camada mais externa da pele é constituida por tecido epitelial
formando a epiderme, sequencialmente encontra-se o tecido conjuntivo denominando-se
derme e, subjacente a pele encontra-se a hipoderme ou tecido subcutaneo, formada
predominantemente por tecido adiposo (Bernardo; Dos Santos; Silva, 2019; Griffin;
Campbell, 2013).

A epiderme, a derme e a hipoderme contém células com fungdes distintas e
especializadas, destacando-se os queratinocitos na epiderme, fundamentais para a formacao
da barreira cutanea e renovacao celular. J4 na derme, os macrofagos desempenham funcdo de
fagocitose de patdogenos e os fibroblastos realizam a sintese de componentes da matriz
extracelular, como o coldgeno, essenciais para a integridade e elasticidade da derme. E na
hipoderme os adipocitos auxiliam no armazenamento de energia e regulacdo térmica

(Bernardo; Dos Santos; Silva, 2019; Junqueira; Carneiro, 2017).

Etiologia das feridas

Na iminéncia de um estimulo nocivo a pele, haverd a possibilidade de perda da
continuidade tecidual e integridade das camadas, provocando lesdes, abrasodes, resultando até
mesmo na perda da fisiologia do local afetado (Capella et al, 2020; Isaac et al., 2010;
Schreml et al., 2010).

A etiologia das feridas pode ser variada, desenvolvendo-se por ato cirurgico (Leite et
al., 2012), afec¢des clinicas ou por eventos traumaticos cuja origem pode ser fisica, quimica
(Maver et al., 2015; Morin et al., 2012). Quanto ao tempo de evolugdo, as feridas podem ser
classificadas como agudas, desencadeando um processo cicatricial rapido ou ainda cronicas
prolongando o tempo de cicatrizacdo (Neto; Dorm; Lemma, 2024; Leite ef al., 2012).

Outro método de classificacdo de feridas ¢ através de seu reparo tecidual. Classificam-
se as feridas em fechadas ou de primeira intengdo, quando realizadas por incisdo cirurgica,

onde as bordas sdo reaproximadas através de suturas, abertas, ou de segunda inten¢do, onde



ha perda tecidual mais extensa e incapacidade de reparo através de aproximacao das bordas
por sutura, ou ainda, por terceira inten¢do, onde ha o inicio do tratamento da ferida aberta,
tendo seu fechamento posterior por sutura. Contudo, em ambos o processo de cicatrizagao
dependera de varios fatores como espécie, caracteristicas da pele, condi¢cdes do paciente e

técnica cirurgica utilizada (Szwed; Santos, 2017).

Cicatrizacao de feridas cutineas

O processo de cicatrizagdo compreende uma sequéncia complexa e ordenada de
eventos bioquimicos e celulares, capazes de restaurar e reparar o tecido lesado, envolvendo
alguns mecanismos como quimiotaxia, angiogénese ¢ divisdo celular, Além disso, ha o auxilio
e presenca de mediadores quimicos, citocinas e fatores de crescimento, que integrados a
outros mecanismos desenvolvem a cicatrizagdo através de fases sobrepostas (Martelli et al.,
2016; Reinke; Sorg, 2012; Ferreira et al., 2008; Hosgood, 2006).

A cicatrizagdo ¢ dividida didaticamente por fases que sdo interdependentes e
sequenciais. Das diferentes formas de descricdo na literatura, a cicatriza¢do tradicional ¢
descrita em trés fases: inflamatodria, proliferativa e de maturagdo (Silva, 2021; Capella et al.,
2020; Gonzalles et al., 2016).

A primeira etapa da cicatrizacdo inicia-se atraveés da fase inflamatoria imediatamente
apos lesdo com duragdo aproximada de trés dias, que pela ativagdo da via de coagulagao,
plaquetas sdo liberadas e associam-se a coagulos de fibrina, eritrocitos e leucocitos, formando
um tampdo hemostatico, que confere resisténcia e homeostasia local através da agregacgao
plaquetaria. Posteriormente, a fibrina se associara a proteinas como a fibronectina, resultando
na formacdo de uma matriz extracelular provisoria, estabilizando as bordas da ferida (Silva,
2021; Capella et al., 2020; Gonzalles et al., 2016).

Com a ativagdo plaquetdria, ha a liberacdo de substancias quimiotaticas, além de
fatores de crescimento, como o fator de transformacao beta, fator de crescimento derivado das
plaquetas, fator de crescimento derivado dos fibroblastos, fator de crescimento epidérmico,
que associados a compostos vasoativos provocam vasodilatagdo, permitindo influxo de
leucdcitos e fluidos através de diapedese para o espago extravascular, iniciando processo
inflamatério cuja as caracteristicas sao calor, rubor, edema, dor e perda da fungdo (Balsa;
Culp, 2015).

Logo apos a injuria, os neutrofilos sdo as primeiras células de defesa a migrarem ao

local para realizar fagocitose dos restos celulares, bem como produtos da matriz extracelular,
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bactérias e tecidos mortos, além de liberarem enzimas para auxiliarem as atividades
monocitarias (Chhabra et al., 2017).

Os mondcitos transportam-se através do sangue periférico, ao serem mediados por
substancias quimiotaticas para mondcitos. A presenca dos mondcitos na lesao ¢ considerada
extremamente importante, deste modo, com a auséncia de suas fungdes ndo ha cicatrizagdo
(Reinke; Sorg, 2012). Estando no local da lesdo, sdo ativados e diferenciados em macrofagos
por influéncia de fatores de crescimento derivados de plaquetas, fagocitose de debris
celulares, fibronectina e colageno, que sequencialmente atuardo sintetizando e liberando
proteases, fagocitose de colageno desvitalizado e codgulos de fibrina (Qing, 2017; Hosgood,
2013).

A fase proliferativa inicia-se em torno do terceiro dia, estendendo-se em média até o
décimo quarto dia, envolvendo etapas como angiogénese, formacdo de tecido de granulagdo,
deposicao de colageno e reepitelizagdo (Bai et al., 2020; Reinke; Sorg, 2012).

O processo de angiogénese ¢ importante para desencadear a fase proliferativa. A
neovascularizagdo se da a partir de anastomoses de vasos existentes, migrando para areas
desprovidas de vascularizacdo, oxigenando e nutrindo os tecidos em formagdo, além de
aumentar o aporte celular de macréfagos e fibroblastos. Este evento ocorre através da acdo de
macrofagos, células endoteliais e fatores depositados na matriz extracelular, em liberar
mediadores como fator de crescimento de fibroblastos beta, fator de transformacao beta, fator
de crescimento do endotélio vascular, fator de necrose tumoral alfa e células epiteliais (Singh
et al., 2017; Metsavaht, 2016).

Concomitante com a angiogénese, fibroblastos, macroéfagos e células endoteliais
migram para o local da lesdo com a finalidade de reestabelecer a integridade tecidual, através
da producdo de proteinas da matriz celular como colageno tipo I e III, fibrina e fibronectina,
substituindo a matriz extracelular por um tecido conjuntivo denso e elastico, contudo, a
eficiéncia deste processo depende da completa execucao da angiogénese (Capella et al., 2020;
Theoret, 2016).

O processo final da fase proliferativa ¢ marcado inicialmente pela diferenciacdo de
fibroblastos ativados em miofibroblastos, células especializadas e diferenciadas
fenotipicamente, que conferem capacidade contratil a lesdo auxiliando na etapa de
epitelizagdo. Os miofibroblastos possuem em sua estrutura fibras intracelulares de actina e
miosina, que promovem a unido destas células a matriz extracelular, a fim de realizar forca
contratil e sobreposi¢do das fibras, para que ocorra o fechamento da ferida, que ao

desempenharem tal funcao sofrem apoptose (Theoret, 2016; Yamaoka et al., 2014).



A reepitelizacdao ocorre ao passo que fatores de crescimento endogenos sdo liberados
por leucocitos, principalmente o fator de crescimento de queratindcitos, induzindo a
proliferagdo de queratindcitos adjacentes a borda da lesdo a migrarem ao centro, para
produzirem componentes da matriz extracelular necessarios para reparar a membrana basal
abaixo da camada epidérmica (Rousselle ef al., 2019; Maxson et al., 2012).

A ultima etapa da cicatrizagdo consiste na fase de maturagdo ou de remodelacdo, a
qual se da pelo remodelamento do tecido conjuntivo e transi¢ao da matriz extracelular em
cicatriz, podendo variar de meses a anos. Nesta etapa ocorre degradagdo do colageno tipo III
pelas metaloproteinases, que sdo liberadas por macrofagos, fibroblastos, células endoteliais e
epiteliais, substituindo-os em colageno tipo I, mais espesso e resistente, organizados em feixes
paralelos as linhas de tensdo. Além disso, ha o desaparecimento de células endoteliais e
fibroblastos por apoptose, favorecendo a formagdo de um tecido cicatricial acelular
(Casanovas; Orfila, 2017; Singh et al., 2017).

Ressalta-se que o processo de cicatrizagdo, bem como suas fases, ocorre
fisiologicamente no organismo, contudo, ha possibilidades de alteracdes dessas etapas por
fatores locais ou sistémicos, que prejudicam a reparagdo tecidual, como hematomas,
infecgcdes, seromas, oxigenacgdo, corpos estranhos, obesidade, idade ou diabetes (Leal;

Carvalho, 2014).

Géis farmacéuticos para uso dermatologico

A utilizagdo de produtos tdpicos para a cicatrizagdo de ferimentos € utilizada em
grande escala, para promover ou auxiliar o reparo tecidual em animais. Contudo, ha a
necessidade de estudos prospectivos que descrevam os agentes ideais para este tipo de
tratamento e a seguranga na utilizagdo (Santos et al., 2020).

As formas farmacéuticas semissolidas estdo entre as mais recomendadas para o uso
dermatologico. Neste sentido, entre os produtos farmacéuticos e dermatologicos disponiveis,
os géis se destacam entre outras formulagdes, pois possuem facilidade na administragao, além
de veicularem substancias través da derme (Corréa et al., 2005).

A escolha pelas formulagdes em gel também estd relacionada aos efeitos locais e
sist€émicos desempenhados por estes produtos. No entanto, ha fatores que podem influenciar
na liberacdo dos farmacos na pele, como a concentragdo deste farmaco em sua preparagao,
solubilidade, hidratacdo da pele e o tempo de aplicabilidade do medicamento a pele (Allen;

Popovich; Ansel, 2013; Karade, 2012).
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Os géis podem ser classificados em hidrofobicos (oleogéis de bases de parafinas
liquidas de polietileno ou 6leos gordurosos gelificados) ou hidrofilicos (hidrogéis de agua,
glicerol ou propilenoglicol) (Gennaro, 2004), e constituidos geralmente por polimeros, cuja
dispersdo em meio aquoso fornecem viscosidade a formulagao (Corréa et al., 2005).

Dentre os polimeros utilizados para a preparacdo dos géis, os agentes gelificantes
descritos dividem-se em trés: derivados de celulose (metilcelulose, hidroxietilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose sodica), polimeros nao celulosicos naturais
ou semi-sintéticos (gomas, pectina, agar, acido alginico) e polimeros do acido acrilico
(carbomeros — Carbopol) (Lopes et al., 2005). Tais escolhas podem influenciar a estabilidade

fisica do produto, influenciando no comportamento destes sobre a pele (Corréa et al., 2005).

Membranas de celulose como curativos de feridas

A busca pela rapidez na cicatrizagdo ¢ o desejado por diversos pesquisadores, para
realizar uma reparacdo estética satisfatoria e evitar a producdo exuberante de tecido
cicatricial, entretanto, ha a preocupagao na utilizagao de recursos medicamentosos, devido ao
alto custo dos produtos, ainda que se utilize tratamentos complementares para minimizar a
quantidade de medicamentos ¢ diminuir os custos (Martelli; Andrade; Santos, 2018;
Mendonga; Coutinho-Netto, 2009).

Ao longo dos anos, diversos biomateriais estdo sendo produzidos com diferentes
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas, com finalidade de fornecer aplicabilidade
terapéutica, além de auxiliar no tratamento ou substitui¢do de um 6rgdo ou tecido lesado
(Garms, 2017; Collins; Birkinshaw, 2013; Williams, 2009).

Para uma substincia ser considerada um biomaterial com utilizagdo médica, ¢
desejado que possua biocompatiblidade para substituir um material ou uma fun¢ido sem que
desencadeie processo inflamatério local, biofuncionalidade para que realize a atividade
projetada e, adesdo para que o biomaterial se estabilize no local necessario (Garms, 2017).
Polimeros naturais, hidrogéis, nanofibras, microfibras, biofilmes enquadram-se na classe dos
biomateriais que desempenham as fungdes terapéuticas desejadas pela medicina regenerativa
(Palacio et al., 2024; Qin, et al., 2022).

Dentre os biomateriais utilizados nas praticas médicas, polimeros a base de celulose
bacteriana esta entre os biomateriais que favorecem o crescimento celular, mimetizam a
matriz extracelular, promovem reparo cutaneo, proliferacdo e migragao celular, auxiliando na

formagao de um novo tecido (Palacio et al., 2024; Qin, et al., 2022).
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Tendo em vista a crescente utilizacdo destes tipos de biomateriais, as membranas de
nanocelulose bacteriana representam alternativas promissoras como curativos avangados para
o tratamento e cicatrizacdo de feridas, devido as suas propriedades que promovem o
desenvolvimento de tecido de granulagdo e a reepitelizagdo eficaz da area lesada. Um
exemplo notavel ¢ a Membracel® (Vuelo Pharma, Curitiba, Brasil), uma membrana de
celulose bacteriana amplamente utilizada na pratica clinica para reparagdo tecidual. Este
biomaterial tem mostrado resultados significativos em acelerar o tempo de cicatrizagdo e
reduzir os custos de tratamento, constituindo-se como um recurso valioso para a medicina
regenerativa e para o manejo eficiente de feridas (Coelho, et al., 2020; Yaguishita, 2007).

Associado a estes curativos, na ultima década intensificou-se pesquisas por produtos
oriundos das plantas, devido a descobertas de principios ativos que possuem agdes
terapéuticas comprovadas, que beneficiam ou complementam diversos tipos de tratamentos

(Piriz et al., 2014; Estevao et al., 2013).

Potenciais terapéuticos da Hypericum perforatum L.

O Hypericum perforatum L., conhecida popularmente como erva-de-Sdo-Jodo,
hipérico, alecrim-bravo, arruda-de-Sao-Paulo, arruda-do-campo, milfurada (Shrivastava;
Dwivedi, 2015), vem sendo utilizada empiricamente desde a antiguidade para o tratamento de
diversas doengas. Contudo, pesquisas recentes avangaram sobre o potencial terapéutico desta
planta, que inicialmente demonstravam eficiéncia no controle antidepressivo e, atualmente
demonstram atividade antioxidativa (Or¢i¢ et al., 2011; Zou et al., 2004), nefroprotetora
(Neshat et al., 2011), anticonvulsivante (Etemad et al, 2011), antimicrobiana (MiloSevi¢;
Soluji¢, 2006), hipoglicemiante (Arokiyaraj; Balamurugan; Augustian, 2011), cicatrizante
(Karami et al., 2016) entre outras.

Pertencente a familia Hypericaceae, o H. perforatum estd entre as 450 espécies que
compdem esta familia, caracterizada como uma planta herbacea, perene, ramosa, com
floragdo amarela, nativa na Asia, Europa, Africa do Norte (Figura 1) (Shrivastava; Dwivedi,
2015) e distribuida em todo territorio nacional (Alves et al., 2014). Além disso, pode alcangar
entre 1 e 3 metros de altura, com flores pentdmeras de aproximadamente 2,5 cm de didmetro e
folhagens variantes de ovadas a lineares, medindo entre 7 € 40 mm de comprimento, € podem
apresentar morfologias elipticas a oblongas. Estas folhas exibem pontos transliicidos em sua

superficie e, ao serem manipuladas, liberam um aroma caracteristicamente desagradavel

(Shrivastava; Dwivedi, 2015; Alves et al., 2014).
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Figura 1: Em A: Hypericum perforatum, planta herbacea perene, em seu estado vegetativo com folhas simples,

opostas medindo de 1-1,5¢cm. Em B: Flores amarelas com 5 pétalas e 5 sépalas.
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Fonte: https://hortodidatico.ufsc.br/hiperico/.

Das diversas classes de compostos biologicamente ativos pertencentes ao H.
perforatum, como biflavonas, xantonas, derivados de floroglucinol e flavonoides (Kladar et
al., 2017; Alves et al., 2014), ha o destaque para hiperforinas, hipericinas, isoquercitinas e
quercetinas, por possuirem potenciais cicatrizantes associadas a suas acdes, que de acordo
com a literatura promovem migracdo e prolifera¢ao celular, além de ativagdo de fibroblastos
para produgdo de coldgeno e angiogénese (Altan et al., 2018; Prisacaru et al, 2013), ainda
reduzem a irritabilidade, dor e hemorragia por meio da coagulacdo de albumina, criando uma

camada protetora a pele (Alves et al., 2014).

Extraciao de compostos biologicamente ativos

A composi¢do quimica da Hypericum perforatum tornou-se interesse por parte dos
pesquisadores, a fim de elucidarem as atividades farmacoldgicas e toxicologicas da planta,
principalmente, em relacdo as atividades dos compostos bioativos hipericina e hiperforina,
descritos como principais compostos da planta e associados a agao cicatrizante (Alves, 2014;
Wolftle; Seelinger; Schempp, 2014). Para tanto, encontrar métodos extrativos eficientes destes
compostos bioativos oriundos de plantas também se tornou objeto de interesse das pesquisas
dos ultimos anos (Oliveira et al., 2016b).

Os métodos empregados na extracdo de metabolitos secundarios de origem vegetal
abrangem uma ampla gama de técnicas, que vao desde os procedimentos convencionais,
como maceracdo, infusdo, percolacdo e decoc¢do, até abordagens mais sofisticadas, como

extracdo continua em quente (Soxhlet), extragdo em contracorrente, extragdo assistida por
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micro-ondas, ultrassom, fluidos supercriticos e turbdlise (Oliveira et al. 2016b: Tiwari et al.,
2011).

Contudo, a eficiéncia do processo extrativo ndo depende exclusivamente da
metodologia aplicada, sendo influenciada por uma série de variaveis intrinsecas e extrinsecas
ao material vegetal. Entre os fatores determinantes destacam-se a parte da planta utilizada, sua
origem botanica e geografica, o grau de processamento prévio, o tamanho das particulas, o
tipo e a polaridade do solvente, além das condi¢des operacionais, como tempo e temperatura
de extracdo e a concentracao do solvente empregado (Oliveira et al. 2016b: Tiwari et al.,
2011).

Os solventes mais amplamente empregados nos protocolos de extracdo de metabolitos
secundarios sdo o etanol e o metanol, utilizados em sua forma absoluta ou em diferentes graus
de diluicao, dada sua elevada capacidade de solubilizagdo de compostos com distintas
polaridades. O etanol, particularmente em concentragdes decrescentes, tem se mostrado
especialmente eficaz na extragdo abrangente dos principais constituintes fitoquimicos da
Hypericum perforatum, que inclui naftodiantronas, como a hipericina e floroglucindis
prenilados, como a hiperforina, por exemplo. A modulacao da polaridade do solvente por
dilui¢do contribui significativamente para a eficiéncia da extracdo simultanea desses diversos
grupos de compostos bioativos (Strzemski ef al., 2020).

Diante do exposto, evidencia-se que a integragao dos conhecimentos sobre a estrutura
e fisiologia da pele, os mecanismos complexos da cicatrizagdo, as caracteristicas dos géis
farmacéuticos e biomembranas e o potencial terapéutico do Hypericum perforatum L. pode
oferecer uma base solida para o desenvolvimento de estratégias inovadoras e eficazes no
tratamento de feridas cutineas, promovendo avancgos significativos na medicina regenerativa e

na terapia topica.
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1.4 Objetivo

Avaliar os aspectos clinicos e histopatologicos durante o processo de cicatrizagdo de
feridas cutaneas cirurgicas induzidas em ratos Wistar, tratadas ou ndo, com gel comercial
incorporados com extrato da planta Hypericum perforatum em diferentes concentragdes,

protegidas ou ndo, com biomembrana de celulose bacteriana.
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RESUMO:

Atualmente ha uma busca por produtos que acelerem ou auxiliem o processo cicatricial de
lesdes, sendo o caso das biomembranas, curativos bioativos, géis, cremes, pomadas, que se
adequam as condi¢des de um tecido, além de produzirem respostas terapéuticas satisfatorias.
Héa também busca por produtos naturais oriundos das plantas, que possam minimizar os
custos, além de beneficiarem os processos cicatriciais. Esta pesquisa teve objetivo de avaliar
os aspectos histopatologicos durante o processo de cicatrizagdo de feridas cutaneas
experimentalmente induzidas em ratos Wistar, tratadas com biomembrana de celulose
bacteriana comercial atuando como curativo, além de gel anioénico incorporado com extrato da
planta Hypericum perforatum. Foram utilizados 90 ratos machos, da linhagem Wistar,
divididos em cinco grupos, com 18 animais cada, onde foram induzidas feridas cutaneas
excisionais com punch dermatologico de 10mm, na regido cervico-tordcica dorsal e,
posteriormente destinados aos tratamentos de acordo com os grupos, sendo: G-I — grupo
controle negativo com cicatrizagdo espontdnea por segunda intengdo, G-II — tratamento
utilizando gel e biomembrana, G-III — tratamento utilizando a biomembrana e o gel com
extrato na concentragdo de 5%, G-IV — tratamento utilizando a biomembrana e o gel com
extrato na concentracdo de 10%, G-V — tratamento utilizando a biomembrana e o gel com
extrato na concentracao de 15%. Os animais foram acompanhados diariamente avaliagdo de
dor pos-operatoria pela Escala de “Grimace”. No sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro
dia de periodo experimental, seis animais de cada grupo foram encaminhados para eutanasia,
sendo realizada por hipersaturacdo ao anestésico isoflurano, seguido das coletas das amostras
teciduais da pele ao redor do processo cicatricial para avaliacdo histopatologica. Com bases
nos resultados obtidos, observou-se que os grupos GIII, GIV e GV tratados com o extrato da
planta tiveram a reparagdo tecidual superior, em relagdo aos outros grupos, também foi
observado aos sete dias que os grupos GIII, GIV e GV tiveram redugdo do processo
inflamatoério, e aos 14 e 21 dias, os grupos GIII, GIV e GV tiveram melhor organizagdao da
derme por meio da fibroplasia e deposi¢do de fibras colagenas. Portanto, o uso de gel
contendo extrato de HP foi capaz de auxiliar a reparacao tecidual de feridas cutaneas dos ratos
Wistar por meio de agdo anti-inflamatdria, fibroplasia e colagénese.

PALAVRAS-CHAVE: Bioativos. Biomembranas. Cicatrizagdo da pele. Erva-de-Sao-Jodo.

ABSTRACT:
There is currently a search for products that accelerate or assist the healing process of lesions,
such as biomembranes, bioactive dressings, gels, creams, and ointments, which adapt to the
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conditions of a tissue, in addition to producing satisfactory therapeutic responses. There is
also a search for natural products from plants, which can minimize costs, in addition to
benefiting the healing process. This research aimed to evaluate the histopathological aspects
during the healing process of experimentally induced skin wounds in Wistar rats, treated with
a commercial bacterial cellulose biomembrane acting as a dressing, in addition to an anionic
gel incorporated with extract of the plant Hypericum perforatum. Ninety male Wistar rats
were divided into five groups of 18 animals each. Excisional skin wounds were induced with
a 10mm dermatological punch in the dorsal cervicothoracic region and subsequently assigned
to treatments according to the groups, as follows: G-I - negative control group with
spontaneous healing by second intention; G-II - treatment using gel and biomembrane; G-III -
treatment using the biomembrane and gel with extract at a concentration of 5%; G-IV -
treatment using the biomembrane and gel with extract at a concentration of 10%; G-V -
treatment using the biomembrane and gel with extract at a concentration of 15%. The animals
were monitored daily for postoperative pain assessment using the Grimace Scale. On the
seventh, fourteenth and twenty-first days of the experimental period, six animals from each
group were euthanized by hypersaturation with the anesthetic isoflurane, followed by
collection of tissue samples from the skin around the healing process for histopathological
evaluation. Based on the results obtained, it was observed that groups GIII, GIV and GV
treated with the plant extract had superior tissue repair, in relation to the other groups. It was
also observed at seven days that groups GIII, GIV and GV had a reduction in the
inflammatory process, and at 14 and 21 days, groups GIII, GIV and GV had better
organization of the dermis through fibroplasia and deposition of collagen fibers. Therefore,
the use of hydrogel containing HP extract was able to aid tissue repair of skin wounds in
Wistar rats through anti-inflammatory action, fibroplasia and collagenesis.

KEYWORDS: Bioactives. Biomembranes. Skin healing. St. John's wort.

Introducio:

O processo de cicatrizagdo de uma ferida cutdnea compreende eventos bioquimicos e
celulares complexos, com o objetivo de restaurar a integridade e a fun¢do do tecido lesionado
(Wang et al., 2018; Martelli et al., 2016). Tais eventos estdo dispostos em fases sequenciais,
porém sobrepostas, conhecidas como fases inflamatdria, proliferativa e remodelamento (Silva,
2021; Capella et al., 2020; Gonzalles et al, 2016), marcadas por mecanismos como
quimiotaxia, angiogénese, divisdo celular e presenga de mediadores quimicos, citocinas e
fatores de crescimento (Garcia-orue et al., 2019; Reinke; Sorg, 2012; Martelli et al., 2016).

A fase inflamatéria é o principio da reparacdo tecidual da lesdo cutdnea, onde ha
ativacdo plaquetaria pela via de coagulacdo e fibrinas, eritrocitos e leucocitos para que
desenvolvam o tampao hemostatico, conferindo hemostasia no local (Silva, 2021; Capella et
al., 2020; Hosgood, 2013), além disso, leucdcitos polimorfonucleares € mononucleares
estardo presentes para realizar fagocitose dos debris celulares e produtos da matriz
extracelular (Chhabra et al., 2017).

A fase inflamatéria ¢ marcada pela presenca do processo de angiogénese, fator

importante para a migragao de células, oxigénio e nutrientes para a os tecidos e sequéncia dos



eventos (Singh et al., 2017; Metsavaht, 2016). Além disso, a fibroplasia da matriz extracelular
ocorrera por meio dos fibroblastos, sintetizando proteinas como colageno tipo I e III, fibrinas
e fibronectinas (Capella et al., 2020; Theoret, 2016).

A etapa final da reparagdo tecidual ocorrerd por meio da reepitelizacdo e
remodelamento do local da lesdo, por meio da degradagdo de colageno tipo III a coldgeno tipo
I, proteinas mais espessas, resistentes, organizadas em feixes paralelos as linhas de tensdo do
tecido, conferindo resisténcia ao tecido neoformado (Casanovas; Orfila, 2017; Singh et al,
2017).

A busca por produtos que auxiliem ou até mesmo potencializem a cicatrizagdo de
feridas tem se tornado o principal objetivo em diferentes pesquisas (Coelho et al., 2020;
Jeckson et al., 2021). Nesse contexto, destacam-se como terapias descritas na literatura as
biomembranas de celulose bacteriana (Coelho et al., 2020), formula¢des semissolidas como
hidrogéis (Corréa et al., 2005), curativos bioativos (Yadav; Gupta, 2017) e produtos de
origem vegetal (Tar6co, 2016).

Dos diversos produtos alternativos, aqueles oriundos das plantas tém se tornado
objetivo de diversos estudos, por possuirem, em grande parte das vezes, acdes terapéuticas
comprovadas, beneficiando diversos tipos de tratamentos, como aqueles relacionados as
atividades farmacologicas da cicatrizagao de feridas (Piriz et al., 2014; Estevao ef al., 2013).

A Hypericum perforatum ¢ uma espécie vegetal amplamente conhecida no mundo,
pelos efeitos terapéuticos desempenhados (Alves ef al., 2014), como agdo antioxidativa (Or¢i¢
et al.,2011; Zou et al., 2004), nefroprotetora (Neshat et al., 2011), anticonvulsivante (Etemad
et al, 2011), antimicrobiana (MiloSevi¢; Soluji¢, 2006), hipoglicemiante (Arokiyaraj;
Balamurugan; Augustian, 2011), e potencialmente cicatrizante (Karami ef al., 2016).

Por ser uma planta de fécil cultivo e de grande potencial econdomico, diversos estudos
visam elucidar as atividades farmacologicas da Hypericum perforatum (Sotirova et al., 2024;
Karami et al., 2016; Alves, 2014; Or¢i¢ et al., 2011), por meio de modelos experimentais com
pomadas e cremes associados aos extratos ou oleos extraidos da planta (Oliveira at al., 2016),
contudo, os géis ainda foram pouco utilizados.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia e o potencial cicatrizante de
um gel contendo extrato da planta Hypericum perforatum, administrado topicamente em
feridas cutaneas induzidas de ratos Wistar, protegidas por biomembrana comercial, por meio

da andlise histopatologica das lesdes nos modelos experimentais.
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Material e métodos
Animais experimentais

Todos os procedimentos durante o experimento foram realizados de acordo com as
instrugdes e normativas do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Paranaense sob protocolo n® 37004/2020.

Foram utilizados 90 (noventa) ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus),
com idade de 60 dias e peso médio 240g, oriundos do Biotério da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul (UFMS). Os animais passaram por periodo de adaptacao durante sete
dias, recebendo agua e ra¢do padrio adequada a espécie ad [libitum, além disso, ficaram
alojados dois animais por caixa coletiva de polipropileno, tendo como enriquecimento
ambiental canos de PVC. Sete dias antes do procedimento cirirgico os animais foram
separados individualmente por caixa, permanecendo deste modo até o final do periodo
experimental.

Os animais foram acomodados no biotério de manutencao animal do Programa de Pds-
graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade Paranaense — Campus Sede (Umuarama), com
temperatura controlada de 22°C=2, ciclo de iluminagdo de 12 horas, alternando-se em claro-
escuro e, sistema de exaustio e controle da umidade do ar com média de 60%.

Para execugdo do projeto, os animais foram pesados e separados por média de £10%
do peso em cinco grupos de diferentes tratamentos, totalizando 18 animais por grupo. Além
disso, os animais foram pesados diariamente durante os primeiros cinco dias, para
acompanhamento de pos-cirirgico, também como adjuvante para analgesia, visto que a perda
de peso superior a 20% pode ser indicativa de dor (Ong; Rodrigues, 2013) e, posteriormente,

foram pesados nos dias da eutanasia.

Delineamento experimental
Selecdo dos grupos

Os grupos foram compostos por 18 animais cada, desenvolvendo o protocolo de
tratamento a seguir (tratamento adaptado de Yadollah-Damavandi ef al., 2015).

e Grupo I (GI) — grupo controle com cicatrizagdo espontanea por segunda intengao.

e Grupo II (GII) — tratamento utilizando gel e biomembrana.

e Grupo III (GIII) — tratamento utilizando a biomembrana e gel contendo extrato na

concentragao de 5%.
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e Grupo IV (GIV) — tratamento utilizando a biomembrana e gel contendo extrato na
concentracao de 10%.
e Grupo V (GV) — tratamento utilizando a biomembrana e gel contendo extrato na

concentracao de 15%.

Biomembrana, extrato vegetal e gel anionico

As biomembranas utilizadas foram a Membracel® (Vuelo Pharma, Curitiba, Brasil),
constituida de celulose bacteriana e poros para drenagem, contendo lcm de didmetro. O
extrato etandlico das ervas e flores da Hypericum perforatum e o gel anidnico de carbopol

foram adquiridos em farmécia de manipulagao.

Procedimento Cirtrgico

Um dia antes do procedimento cirirgico, os extratos nas concentragdes de 5%, 10% e
15% foram incorporados a 100g do gel e acondicionados em temperatura ambiente.

Foi realizado restri¢do alimentar de 12 horas, como jejum pré-operatdrio. Os animais
foram submetidos ao protocolo de anestesia dissociativa, estabelecida pelo laboratorio
experimental em farmacologia da Universidade Paranaense, associando os fairmacos cetamina
na dose 100mg/kg e xilazina na dose 20mg/kg, via intraperitoneal realizada no quarto
abdominal inferior direito (adaptado de Barboza et al., 2014).

Inicialmente, foi realizado tricotomia na regido cérvico-toracica dorsal dos ratos. Os
animais foram posicionados em decubito ventral, com os membros toracicos e pélvicos
contidos em mesa cirurgica para ratos e realizada a antissepsia com iodo polivinil pirrolidona
(PVPI) degermante, alcool etilico a 70%, PVPI topico e, sequencialmente posicionado campo
cirargico estéril fenestrado.

Posteriormente, foi realizada excisdo cirtrgica da pele da regido cérvico-toracica
dorsal com auxilio de um punch dermatologico de 10mm, tesoura Metzenbaum e pinga
anatomica, promovendo a exérese de 1 cm de didmetro da epiderme, derme e parte do tecido
subcutaneo (hipoderme). Ato continuo, como tratamento, os animais do grupo I receberam
curativo com solucao fisioldgica e gaze estéril, e os grupos GII, GIII, GIV e GV, receberam
primeiramente a administracao do gel (de acordo com seu grupo) com espatula estéril sobre as
feridas e na sequéncia foi posicionada a biomembrana sobre a ferida.

No pos-operatorio, foi promovida analgesia nos animais com dipirona na dose de
50mg/kg de peso corporal (Adaptado de: Gongalves, 2017; Santos, 2019) e Morfina na dose
de 3mg/kg de peso corporal (Adaptado de: Ong; Rodrigues, 2013), ambas por via subcutanea,
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a cada 24 horas, durante cinco dias. A presenca e o nivel da dor, foram verificados utilizando-
se a Escala Grimace (GRS) para Rato (Ong; Rodrigues, 2013; Sotocinal, 2011), bem como
pelo acompanhamento do peso dos animais (Ong; Rodrigues, 2013).

Durante os cinco primeiros dias do protocolo experimental, o Grupo I foi submetido a
realizacdo de curativos didrios, com intervalos de 24 horas, utilizando solugdo fisioldgica e
gaze estéril. Os Grupos I, III, IV e V mantiveram os respectivos tratamentos estabelecidos
para cada grupo, consistindo na aplicagdo topica diaria do gel, com intervalo de 24 horas,

diretamente sobre a biomembrana previamente posicionada.

Eutanasia dos animais e coleta dos tecidos

Os animais foram encaminhados para eutanasia, sendo realizada pelo método de
hipersaturagao ao anestésico isoflurano, nos dias sete, 14 ¢ 21 dias dos pos-operatorio (seis
animais de cada grupo experimental por periodo).

Foram coletados os tecidos compativeis com as areas cicatriciais, com margem de pele
adjacente de aproximadamente 1cm?, para avaliacdo das alteracdes teciduais, posteriormente,
os fragmentos de pele foram acondicionados em formalina neutra tamponada a 10% (Leong,

1996 adaptada de Hopwood, 1977) para o processo de fixacdo do material.

Processamento histologico

Ap6s ocorrer a fixagdo do material coletado, o mesmo foi encaminhado para a etapa de
desidratagdo através de série crescente de alcoois, posteriormente, passaram por diafanizacao
por xilol e inclusdo do material em parafina, e sequencialmente a realizacdo dos cortes
histolégicos em microtomo rotativo, com espessura de Spum.

Na sequéncia as laminas foram submetidas as técnicas de coloragdo de Hematoxilina-
Eosina (H.E.) (Harris, 1900) e Tricromico de Azan (T.A.) (Heidenhain, 1915), para avaliar
elementos celulares e fibras de colageno, além de avaliagdo do processo de cicatrizagdo nos
diferentes grupos. As laminas foram montadas utilizando-se resina sintética, entre lamina e
laminula, a fim de preservar o material utilizado.

Foram realizadas fotomicroscopias digitais do material biolégico de cinco campos
selecionados aleatoriamente. Para o registro foi utilizado cAmera digital Motic® (Moticam 5.0
M.P.) acoplada a um microscopio 6ptico (Nikon Eclipse E 200®), com as objetivas de 10x e

40x, e o Software Motic Images Plus 3.0® instalado em um computador.



As fotomicroscopias foram analisadas de forma qualitativa quanto a: intensidade de
células inflamatoérias, intensidade dos vasos sanguineos, presenca ¢ arranjo das fibras

colagenas no tecido neoformado e processo de reepitelizagao geral.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi conduzida por meio do Software Bioestat. As variaveis
quantitativas foram apresentadas por suas médias e avaliadas por analise de variancia
(ANOVA) seguida de comparacao entre as médias dos diferentes grupos pelo pos-teste de

Tukey em casos de diferencas significativas.

Resultados

O experimento ocorreu sem nenhuma intercorréncia digna de importancia, com
recuperagao total da anestesia de todos os animais, sem mortes registradas.

Para que o experimento possa ser desenvolvido de forma adequada, é necessario que
os animais estejam confortaveis em relacdo a temperatura, umidade, ingestao hidrica e apetite,
para que o bem-estar seja respeitado. Neste experimento ndo foram identificadas diferencas
significativas nos grupos em relagdo a ingestao hidrica e ganho do peso dos animais.

Neste sentido, a observacdo da evolugdo dos pesos dos animais, associado ao
comportamento normal da espécie, como postura arqueada, vocalizacdo ao manuseio,
permitiram avaliar os niveis de dor dos animais durante todo o experimento. As avaliagdes
dos animais por meio da escala GRS (tabela 1) determinaram grau de dor leve apresentada por
pelos animais, independente do grupo. Isso pdde ser comprovado pela auséncia de perda de
peso dos animais. Todos os ratos receberam analgesia durante os cinco primeiros dias sendo
utilizado a associagdo de dipirona e morfina como protocolo de pos-operatdrio. Apds este
periodo, os animais ndo apresentaram mais sinais de dor ndo sendo necessario resgate

analgésico.
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Tabela 1. Avaliagdo da média dos pesos dos ratos (g) nos dias zero (dia do ato cirurgico), 7, 14 e
21 de pds-operatorio.

Periodo Avaliacido do ganho de peso (g) Valor de
GI GII GIII GIvV GV P
Dia 0 243,03 239,89 241,45 241,48 242,48 p0,9931
Dia 7 264,16 263,16 265,59 265,54 264,40 p0,9983

Dia 14 309,36 299,02 304,81 304,64 304,32 p0,9799

Dia 21 357,38 334,69 339,09 313,88 337,76 p0,1433

Nao houve diferengas significativas pelo teste ANOVA.

Os resultados obtidos por meio das analises microscopicas demonstraram que aos sete
dias, foi possivel observar presenca de leucécitos mononucleares e polimorfonucleares em
diferentes intensidades de concentrag¢do, destacando-se GIII, GIV e GV com menor
intensidade em relagdo aos demais grupos, a matriz extracelular (MEC) formada inicialmente
por tecido conjuntivo frouxo, obteve desenvolvimento superior em GIII, GIV ¢ GV, com
formagdo de tecido de granulacdo, acentuada presenca de fibroblastos e baixa quantidade de
colageno em todos os grupos, ainda, observou-se em GI, GII e GIII células epiteliais em
sentido a regido de epiderme no local da lesdo em processo inicial de reepitelizacdo, ja em
GIV e GV, foi observada reepitelizagdo parcial do local da lesdo, a neovascularizaciao foi

constatada em todos os grupos (Fig. 1).
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Figura 1. Fotomicrografias das areas cicatriciais das feridas cirtirgicas induzidas no dorso de ratos machos
Wistar apds sete dias de pos-operatorio. Grupo controle (A); Grupo tratado com gel e biomembrana (B);
Grupo tratado com gel e extrato a 5% e biomembrana (C); Grupo tratado com gel e extrato a 10% e
biomembrana (D); Grupo tratado com gel e extrato a 15% e biomembrana (E). Observa-se infiltrados
inflamatorios, com maior intensidade em A ¢ B, em relagdo aos demais grupos (seta). Presenca de
neovasculariza¢@o, em maior intensidade em A, B e C (circulo). Reepitelizagdo completa em D e E
(asterisco). Colorag@o H.E, escala: 100um. (Objetiva: 10x).

Gel: Gel anidnico de carbopol, Biomembrana: Biomembrana de celulose bacteriana, Extrato: Extrato
etanolico das ervas e flores da planta Hypericum perforatum.
Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Aos 14 dias na microscopia, foi observado processo de reepitelizagdo completa do
local da lesdo em todos os grupos, possibilitando a diferenciacdo dos estratos da epiderme,
além de presencga de papilas dérmicas em todos eles e presenca de formacao de novos pelos
em GII e GV. Também foi observada fibroplasia intensa pela presenca acentuada de
fibroblastos na matriz extracelular neoformada em todos os grupos, em processo de deposi¢ao
de fibras colagenas do tipo III (com menos espessura e forga ténsil) com aspectos irregulares e

tecido de granulagdo em acentuado desenvolvimento. Além disso, foi observado em todos os
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grupos discreta intensidade de infiltrados inflamatérios mononucleares e polimorfonucleares e

neovasculariza¢do presente em todos eles, mas, em menor intensidade neste periodo (Fig. 2).

Figura 2. Fotomicrografias das areas cicatriciais das feridas cirtirgicas induzidas no dorso de ratos machos
Wistar ap6s 14 dias de pds-operatorio. Grupo controle (A); Grupo tratado com gel e biomembrana (B);
Grupo tratado com gel e extrato a 5% e biomembrana (C); Grupo tratado com gel e extrato a 10% e
biomembrana (D); Grupo tratado com gel e extrato a 15% e biomembrana (E). Observa-se reepitelizagido
do local da lesdo em todos os grupos (asterisco). Matriz extracelular neoformada com presenga de
fibroblastos (seta). Formacdo de novos pelos em B e E (circulo). Coloracdo H.E, escala: 100um.
(Objetiva: 10x).

Gel: Gel anidnico de carbopol, Biomembrana: Biomembrana de celulose bacteriana, Extrato: Extrato
etanolico das ervas e flores da planta Hypericum perforatum.
Fonte: Arquivo pessoal.

Aos 21 dias de pos-operatdrio, todos os grupos ja apresentavam macroscopicamente
reepitelizacdo completa do local da lesdo, com camadas epidérmicas bem delimitadas,
presenga de anexos da pele e evidente remodelamento da derme por meio de fibras colagenas

do tipo III em diferenciagdo para o tipo I (fibras espessas com forga ténsil), formando o tecido



conjuntivo denso ndo modelado da derme, os grupos GIII, GIV e GV apresentaram maior
intensidade e organizagdo de fibras coldgenas do tipo I dispostas em sentido as linhas de
tensao do local cicatrizado (paralelas a epiderme), por fim, observou-se presenga diminuida
de fibroblastos e vasos sanguineos nos grupos neste periodo e auséncia ou discreta presenca

de infiltrados inflamatdrios (Fig. 3).

Figura 3. Fotomicrografias das éareas cicatriciais das feridas cirtirgicas induzidas no dorso de ratos
machos Wistar apds 21 dias de pds-operatorio. Grupo controle (A); Grupo tratado com gel e
biomembrana (B); Grupo tratado com gel e extrato a 5% e biomembrana (C); Grupo tratado com gel e
extrato a 10% e biomembrana (D); Grupo tratado com gel e extrato a 15% e biomembrana (E).
Observa-se rearranjo de fibras colagenas (asterisco) em acordo as linhas de tensdo e fibras mais
espessas e remodeladas em C, D ¢ E (seta). Coloracdo Tricromico de Azan, escala: 400um. (Objetiva:
40x).

Gel: Gel anidnico de carbopol, Biomembrana: Biomembrana de celulose bacteriana, Extrato: Extrato etanolico
das ervas e flores da planta Hypericum perforatum.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Discussao

A cicatrizagdo de feridas ¢ um processo bioldgico complexo, cujo objetivo ¢ restaurar
a integridade estrutural, funcional e morfoldgica da pele. Esse fenomeno envolve uma
sequéncia coordenada de eventos celulares e moleculares, incluindo a resposta inflamatéria
inicial, recrutamento e migragdo celular, neovasculariza¢do, deposicdo de colageno e
remodelagdo da matriz extracelular, além da reepitelizagdo. Esses mecanismos visam
reconstruir a arquitetura tecidual de maneira a recuperar, na maior medida possivel, as
fungdes anatomicas e fisioldgicas da pele (Canpolati; Eroksuz; Rizaoglu, 2021; Han et al.,
2017).

Para tanto, nos ultimos anos os estudos buscam por novas terapias capazes de
melhorar ou potencializar a cicatrizagao de feridas (Jeckson et al., 2021), como ¢ o caso das
biomembranas de celulose bacteriana (coelho ef al., 2020), formulagdes semissolidas como os
géis (Corréa et al., 2005), curativos bioativos (Yadav; Gupta, 2017) e produtos oriundo de
plantas medicinais com efeitos cicatrizantes e anti-inflamatérios (Tardco, 2016), tudo isso,
visando o desenvolvimento de produtos de baixo custo e tratamentos mais acessiveis.

Das diversas espécies vegetais com efeitos cicatrizantes, destaca-se a H. perforatum,
cujo interesse cientifico dentre os varios ja descritos na literatura esta relacionado a quais
efeitos e quais compostos bioativos estdo relacionados a cicatrizacao de feridas (Bueno, 2016;
Alves et al., 2014).

Dos compostos bioativos pertencentes a H. perforatum, as hiperforinas, hipericinas,
isoquercitinas, quercitinas foram associadas as acdes cicatrizantes desta planta, as quais
desempenham efeitos como migracao e proliferagdo celular, fibroplasia intensa para produgao
de colageno e angiogénese (Altan et al., 2018; Prisacaru et al., 2013), além disso, promovem
coagulacdo de albumina, criando camada protetora a pele, atuando diretamente na redugdo da
irritabilidade, dor e hemorragia (Alves et al. 2014).

Ainda, biflavonas, xantonas, derivados de floroglucinol e flavondides (Kladar et al.,
2017; Alves et al., 2014) também sdao descritos como compostos biologicamente ativos
pertencentes a H. perforatum, sendo que, os flavonoides desempenham funcdes anti-
inflamatoérias, reduzindo mediadores inflamatorios e aumentando mediadores anti-
inflamatérios (Saddige; Naeen; Maimoona, 2010). Ademais, este mesmo composto bioativo
promove regeneracdao tecidual por meio da sensibilizacdo das metaloproteinases, além de
angiogénese e oxigenacdo (Demirhan et al., 2024; Baby et al., 2021).

Estudos na literatura t€ém reportado cada vez mais os potenciais terapéuticos da

Hypericum perforatum em realizar agdes anti-inflamatdrias, antioxidantes e cicatrizantes
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(Sotirova et al.,, 2024; Karami et al., 2016; Alves, 2014; OrcCi¢ et al., 2011). Este estudo
demonstrou que a aplicagdo de gel incorporado com extrato de Hypericum perforatum
diminuiu a concentracdo de células inflamatorias, acelerou a reepitelizacdo da epiderme,
promoveu acentuada angiogénese e fibroplasia por meio da deposicao de colageno, em maior
evidéncia nos grupos tratados com o extrato da planta.

Além disso, o presente estudo adotou o modelo experimental de cicatriza¢do de feridas
em ratos Wistar, para descrever os aspectos morfologicos e celulares associados a possivel
acdo terapéutica do extrato da Hypericum perforatum incorporados em gel em feridas
cutaneas induzidas. Diversos modelos de estudos assemelham-se a este na literatura,
objetivando-se destacar os principais efeitos da Hypericum perforatum na cicatrizagcdo de
feridas em ratos e em outros modelos experimentais in vivo (Alnajjar, 2025; Hamedi ef al.,
2024; Sotirova et al. 2024; Chatzimisios et al., 2023; Canpolati; Eroksuz; Rizaoglu, 2021;
Han et al., 2017; Yadollah-Damavandi ef al., 2015).

Com isso, resultados promissores referentes aos potenciais terapéuticos da Hypericum
perforatum tem sido descrito em recorréncia nos ultimos anos, demonstrando que tais
resultados oferecem opgdes terapéuticas satisfatorias nos modelos de cicatrizagdo de feridas,
como os descritos a seguir.

Sotirova et al. (2024) realizaram um estudo experimental em ratos Wistar para avaliar
o efeito de diferentes formulagdes de um bioativo derivado da Hypericum perforatum na
cicatrizacdo de feridas cutaneas de 0,6 cm de didmetro. Foram comparados um bigel contendo
o extrato livre e outro com o extrato nanoencapsulado em transportadores lipidicos
nanoestruturados. Embora tenham descrito semelhancas sem diferengas significativas nos
resultados histopatologicos em ambos os grupos, promovendo regeneracao tecidual e reducgao
das feridas, a formulacdo contendo extrato livre de HP resultou em menor infiltracdo de
células inflamatodrias e melhor organizacao tecidual, resultando numa resposta cicatricial mais
eficiente, tais resultados assemelham-se ao presente estudo, observado pela diminui¢do dos
infiltrados inflamatorios nos grupos tratados com HP e aceleragcdo da reepitelizagdo do local
da lesdo em GIV e GV aos sete dias.

Canpolat, Eroksuz e Rizaoglu (2021) investigaram os potenciais efeitos cicatrizantes
do 6leo ozonizado de Hypericum perforatum em feridas cirurgicas induzidas de lcm de
diametro em ratos Wistar. Os resultados histopatolégicos obtidos demonstraram ainda que
sem muitas diferengas significativas em relagdo aos outros grupos, que o 6leo ozonizado de
HP foi capaz de promover agdo anti-inflamatéria e melhor reepitelizacdo da ferida em relagao

ao grupo controle, demonstrando capacidade do HP em auxiliar no reparo tecidual de feridas.
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Esquisatto et al. (2019), analisaram os efeitos cicatrizantes de um gel contendo extrato
de Hypericum perforatum (3dH e 10%) associados ou ndo a eletroestimulacdo em feridas
cutaneas incisionais induzidas em ratos Wistar. A andlise histopatologica revelou que o
tratamento com HP foi capaz de reduzir os infiltrados inflamatérios nos dias 2 € 6 pos-lesao,
além de promover fibroplasia e aumento de fibras colagenas, em associacdo com a
eletroestimulacdo a fibroplasia mostrou-se mais acentuada nos mesmos periodos, sugerindo
que o tratamento com HP isolado ou em associagdo a eletroestimulagdo foram capazes de
modular a inflamacao, estimulando forma¢ao de colageno e promovendo angiogénese, tais
achados assemelham-se aos resultados encontrados no presente estudo, cuja diminui¢do dos
infiltrados inflamatdrios foi observado notavelmente em sete dias nos grupos GIII, GIV e GV,
além da presenca de fibroplasia ja a partir dos sete dias em todos os grupos.

Han et al. (2017), avaliaram os efeitos do Oleo de Hypericum perforatum na
concentragdo de 50% incorporado em creme na cicatrizacdo de feridas cutaneas de ratos
Wistar témeas. Concentrando-se nos resultados de HP, os autores relataram que as analises
histopatologicas indicaram que o creme de HP resultou numa reepitelizacdo mais rapida, além
de aumentar a proliferagdo do tecido de granulacdo e melhor organizagdo das fibras de
coldgeno em comparagao ao grupo controle, sugerindo que este extrato acelerou e melhorou a
qualidade da cicatrizacdo das feridas, em comparacdo com este estudo, houve réapida
reepitelizagdo aos sete dias em GIV e GV, além de melhor organizacao das fibras colagenas
em GIII, GIV e GV ao final dos 21 dias de tratamento, sugerindo que o tratamento com o
extrato de HP promoveu intensa fibroplasia nas feridas e um melhor remodelamento da derme
ao final do estudo.

Karami et al. (2016) utilizaram uma pomada fitoterapica incorporada com extrato
metandlico das flores de Hypericum perforatum, a fim de identificar potenciais efeitos
cicatrizantes em feridas excisionais induzidas em ratos Wistar. Os achados histologicos
resultaram em infiltrados inflamatorios reduzidos nos animais tratados com a pomada de HP
em relagdo ao grupo controle, além de acelerar a reepitelizagdo da ferida, demonstrando
resultados promissores ao utilizar a planta. Os resultados descritos assemelham-se a este
estudo, demostrando que o HP foi capaz de reduzir os infiltrados inflamatorios dos grupos
tratados com o extrato da planta.

Yadollah-Damavandi et al. (2015) investigaram os efeitos do extrato de Hypericum
perforatum (5% e 10%) incorporados a um gel de carboximetilcelulose (2%) na cicatrizacao
de feridas cutaneas de espessura total de 1cm? em ratos Wistar fémeas. Foram revelados que

os grupos tratados com HP obtiveram rapidez na cicatrizacao da ferida em relagdo aos grupos



controle e veiculo, com aumento expressivo na densidade numérica de fibroblastos, fibras
colagenas e angiogénese, sugerindo que o HP melhorou a regeneracdo tecidual, no presente
estudo também foram observadas intensa densidade de fibroblastos e fibroplasia,
principalmente nos resultados analisados aos 14 dias, além de acentuada presenca de
angiogénese ¢ fibras coldgenas em todos os grupos, destacando-se os grupos tratados com HP.

Prisacaru et al. (2013) desenvolveram uma pomada fitoterapica contendo extrato total
de Hypericum perforatum para avaliar potenciais efeitos cicatrizantes em feridas por incisao
linear, cirular e queimadura térmica em ratos Wistar. Os resultados descritos das analises
histopatologicas incluem cicatrizagdo significativa das feridas evidenciada por rapida
reepitelizagdo, além da melhor organizacdo do tecido de granulacdo, indicando resultado
promissor na cicatrizac¢ao de feridas, tais resultados assemelham-se a este tudo, demonstrando
que os grupos tratados com HP tiveram rapida reepitelizacao.

Além de estudos utilizando formulagdes semissolidas para avaliacdo do potencial
terapéutico da Hypericum perforatum, pesquisadores buscam diferentes modelos
experimentais de uso tdpico, como curativos a base de diferentes constituintes. Guleken et al.
(2021), compararam os efeitos oxidativos e antioxidantes do 6leo do extrato de Hypericum
perforatum incorporado a curativos de nanofibras na cicatrizagdo de feridas em ratos Wistar
em um modelo experimental de diabetes. Os resultados obtidos revelaram que os curativos
contendo o oleo de HP promoveram uma cicatrizagdo mais eficaz das feridas diabéticas,
observando reducdo do estresse oxidativo, modula¢do positiva da inflamag¢do por meio de
alteracdes nos niveis de TNF-a, além disso, reestabeleceu os niveis de estruturas quimicas do
sangue e soro dos ratos, semelhantes aos do grupo controle saudavel, deste modo, os achados
sugeriram que curativos de nanofibras contendo HP podem ser eficazes na promogdo da
cicatrizagdo de feridas diabéticas.

Além de ratos Wistar, outros modelos animais também foram utilizados e publicados
na literatura, com a finalidade de avaliar os potenciais cicatrizantes da HP, como ¢ o caso de
Alnajjar (2025), que utilizou coelhos como modelos experimentais para avaliar os efeitos do
extrato oleoso de HP em solvente de cloroformio e metanol na cicatrizagdo de feridas
circulares induzidas de 2 cm. Os resultados histopatologicos demonstraram que o HP
promoveu uma cicatrizacdo mais rapida, evidenciada pela répida reepitelizacao, aumento de
formacdo de tecido de granulagdo e organizagdo das fibras coldgenas em relacdo aos outros
grupos, sugerindo que o extrato de HP possui propriedades benéficas para a cicatrizagdo de

feridas.
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Seyhan (2020) utilizou o6leo de Hypericum perforatum para avaliar o efeito
cicatrizante em feridas por queimaduras de segundo grau em ratos Sprague-Dawley. De
acordo com os resultados obtidos, os grupos tratados obtiveram avancada regeneragdo
epitelial e diminuicao da intensidade inflamatéria em relagdo ao grupo controle, sugerindo
que o oleo contendo HP foi eficaz na cicatrizacdo de feridas por queimaduras.

Chatzimisios et al. (2023), utilizaram pomada a base de Hypericum perforatum para
avaliar os efeitos cicatrizantes em feridas cutaneas de 2x2 cm em gatos. As analises
histopatologicas revelaram que as feridas tratadas com HP apresentaram melhor perfusdo
tecidual em relagdo as feridas que ndo receberam tratamento, favorecendo a formagdo de
tecido de granulacdo e consequentemente promovendo um processo de cicatrizacdo favoravel,
no entanto, embora os resultados tenham demonstrado condi¢des promissoras e favoraveis
para as feridas tratadas com HP, a aplicacdo topica ndo acelerou significativamente o processo
geral de cicatrizagdo das feridas nos gatos, diferindo-se do presente estudo, onde foi
observado que os animais tratados com a planta tiveram reepitelizagdo mais rapida em relagdo
aos demais.

Embora muitos dos estudos mencionados ndo possuam as mesmas metodologias
adotadas em suas pesquisas, a semelhanca entre eles estd nos resultados observados, cuja
grande parte dos relatos incluem agdo terapéutica da HP em realizar efeito pro anti-
inflamatorio, fibroplasia por meio da intensa presenca de fibroblastos e sintese de colageno,
acoes estas descritas por diversos autores (Sotirova et al., 2024; Silva et al., 2020; Han et al.,
2017; Karami et al., 2016) e observados também neste presente estudo.

A cicatrizagdo de feridas ¢ um evento complexo, composto por mecanismos
intrinsecos, celulares e moleculares, que por meio das fases inflamatorias, proliferativa e de
remodelamento, promovem a restauracdo de feridas cutaneas (Silva, 2021; Capella et al,
2020; Garcia-orue ef al., 2019). Durante a fase inflamatoria, diferentes agentes hemostaticos e
quimiotaticos estdo presentes para inibir a perda sanguinea, (Capella et al., 2020; Hosgood,
2013) além do recrutamento de células inflamatdrias polimorfonucleares e sequencialmente
mononucleares para realizar o desbridamento da lesdo, liberacdo de metabolitos e fatores de
crescimento (Yu et al., 2019; Tangerino Filho et al., 2016). No estudo em questdo, foi
possivel observar diminui¢do da intensidade de células inflamatorias nos grupos tratados com
a HP, resultados estes, que se assemelham aos descritos na literatura, cujo relatos,
descreveram a capacidade da HP em promover a¢des anti-inflamatérias (Sotirova et al., 2024;

Guleken et al., 2021; Han et al., 2017; Alves et al., 2014).
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A formagdo do tecido de granulagdo marca a fase proliferativa, que por meio da
fibroplasia promove a proliferacdo de fibroblastos, principais agentes da produc¢do da nova
matriz extracelular (Capella et al., 2020; Theoret, 2016), além de fornecerem suprimentos
necessarios para as células que migrarao a superficie da lesdo (Esquisatto et al., 2019). Tais
dados estdo de acordo com este estudo, a qual foi possivel observar presenca de nova matriz
extracelular em todos os grupos aos sete dias, percebendo melhor organizagdo da matriz
extracelular e maior intensidade de fibroblastos nos grupos GIV e GV neste mesmo periodo.

O colageno ¢ o principal componente da nova matriz extracelular e consequentemente
da cicatriz, onde os fibroblastos sintetizam tais proteinas com a finalidade de oferecer
contratilidade e forga ténsil ao novo tecido conjuntivo maduro (Isaac et al., 2010; Theoret,
2016). Isto ocorre, devido a degradacdo do colageno tipo III em coladgeno tipo I, proteinas
mais resistentes, organizadas a favor das linhas de tensdo do tecido reparado (Casanovas;
Orfila, 2017; Singh et al., 2017; Gonzalez et al., 2016). Dessa forma, ocorre o remodelamento
das fibras, mudando sua orientacdo e aumentando as ligagdes cruzadas, desenvolvendo maior
espessura e contribuindo para a resisténcia da ferida (Trivilin ez al., 2018).

A presenca do coldgeno foi observada neste estudo aos sete dias na reorganizag¢do da
nova matriz extracelular, sendo mais evidente uma melhor reorganiza¢do da derme dos grupos
GIV e GV, aos 14 dias foi possivel observar fibras coldgenas por meio da organizacdo da
derme em todos os grupos, sem diferencas marcantes entre eles. No entanto, através da
técnica de coloracdo de tricomico de azan, aos 21 dias foi observado melhor organizagdo e
presenca de colageno tipo I nos grupos GIII, GIV e GV, indicando que os tratamentos com a
HP promoveram fibroplasia e colagénese nas feridas dos animais nos grupos em questao,
corroborando com os dados da literatura (Esquisatto et al., 2019; Han ef al., 2017; Yadollah-
Damavandi et al., 2015).

Conclusao

Os resultados demonstrados neste estudo revelaram que a administragao topica do gel
contendo extrato de Hypericum perforatum tem a capacidade de promover agdo anti-
inflamatoria, melhorar a regeneracdo tecidual de feridas cutineas pela proliferacdo de
fibroblastos e melhorar a sintese de coldgeno com base nos resultados histopatologicos
apresentados, tornando a Hypericum perforatum uma alternativa para tratamentos de lesdes
causadas a pele. No entanto, sugerimos ainda mais estudos com diferentes formas de

aplicacao da Hypericum perforatum, com a finalidade de descobrir quaisquer possiveis efeitos
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colaterais e revelar cada vez mais a acdo de cada composto biologicamente ativo nela

presente.
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RESUMO:

Atualmente, a busca por novas alternativas para a cicatriza¢ao de feridas vem sendo objeto de
estudo em diversas pesquisas, como ¢ o caso das biomembranas, géis e produtos oriundo de
plantas medicinais. Esta pesquisa teve como objetivo avaliar os aspectos macroscopicos
durante o processo de cicatriza¢do de feridas cutaneas experimentalmente induzidas em ratos
Wistar, tratadas com biomembrana comercial atuando como curativo, além de um gel
incorporado com extrato etandlico da planta Hypericum perforatum. Foram utilizados 90 ratos
machos, da linhagem Wistar, divididos em cinco grupos, com 18 animais cada, onde foram
induzidas feridas cirurgicamente cutaneas de 10mm, na regido cervico-toracico dorsal com
auxilio de um Punch dermatologico e, posteriormente destinados aos tratamentos de acordo
com os grupos, sendo: G-I — grupo controle negativo com cicatrizagcdo espontanea por
segunda intencdo, G-Il — tratamento utilizando gel e bimembrana, G-III — tratamento
utilizando a biomembrana e o gel com extrato na concentragao de 5%, G-IV — tratamento
utilizando a biomembrana e o gel com extrato na concentracdo de 10%, G-V — tratamento
utilizando a biomembrana e o gel com extrato na concentracao de 15%. Os animais foram
acompanhados diariamente, com coletas de informagdes macroscopicas visuais, além de
avaliacdo de dor pos-operatoria pela Escala de “Grimace”. No 7°, 14° e 21° dia de periodo
experimental, seis animais de cada grupo foram encaminhados para eutanasia, por
hipersaturacdo ao anestésico isoflurano, nestes mesmos periodos foram avaliadas as feridas
dos animais, além de realizada as mensura¢des dos eixos cranio-caudal e latero-lateral das
feridas para analise estatistica. Os resultados obtidos por meio das avaliagdes macroscopicas
demonstraram que, ndo houve sinais de infecgdes nos animais durante o periodo
experimental, nos primeiros sete dias de experimento, houve o descolamento espontaneo da
biomembrana em todos os animais. Aos sete dias foi observado tecido de granulagdo em
todos os grupos, no entanto, com exacerbacao e qualidade superior nos grupos GIII, GIV e
GV. Aos 14 dias, embora todos os animais estivessem em processo avangado de fechamento
da ferida, foi notavel diferenca na qualidade da cicatrizagdao do GV e aos 21 dias todas as
feridas dos grupos ja havia fechamento completo. As mensuragdes das feridas resultaram em
diferenca estatisticas tanto no eixo cranio-caudal, quanto latero-lateral aos quatroze dias de
experimento, onde os grupos GIII e GV tiveram os menores valores nas dimensdes das
feridas, resultado numa maior taxa de cicatrizagdo das feridas. Desta forma, o uso do gel
contendo extrato de HP foi capaz de estimular a produgao do tecido de granulacdo nas feridas
dos animais tratados, além de acelerar o fechamento das feridas, observadas principalmente
no 14° dia, demonstrando que esta planta ¢ uma alternativa promissora na cicatrizagdo de
feridas.
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PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizagdo. FErva-de-Sdo-Jodo. Extratos vegetais. Lesdes.
Reepitelizagao.

ABSTRACT:

Currently, the search for new alternatives for wound healing has been the subject of study in
several research projects, such as biomembranes, gels and products derived from medicinal
plants. This research aimed to evaluate the macroscopic aspects during the healing process of
experimentally induced skin wounds in Wistar rats, treated with a commercial biomembrane
acting as a dressing, in addition to a gel incorporated with ethanolic extract of the plant
Hypericum perforatum. Ninety male Wistar rats were divided into five groups of 18 animals
each. They were surgically induced with 10 mm skin wounds in the dorsal region between the
scapulae using a dermatological punch. They were then assigned to treatments according to
the groups, as follows: G-I - negative control group with spontaneous healing by secondary
intention; G-II - treatment using gel and bimembrane; G-III - treatment using the
biomembrane and gel with extract at a concentration of 5%; G-IV - treatment using the
biomembrane and gel with extract at a concentration of 10%; G-V - treatment using the
biomembrane and gel with extract at a concentration of 15%. The animals were monitored
daily, with collection of visual macroscopic information, in addition to assessment of
postoperative pain using the Grimace Scale. On the 7th, 14th and 21st day of the experimental
period, six animals from each group were euthanized due to hypersaturation with isoflurane.
During these same periods, the animals' wounds were evaluated, in addition to measurements
of the craniocaudal and lateral axes of the wounds for statistical analysis. The results obtained
through macroscopic evaluations demonstrated that there were no signs of infection in the
animals during the experimental period. In the first seven days of the experiment, there was
spontaneous detachment of the biomembrane in all animals. At seven days, granulation tissue
was observed in all groups; however, with exacerbation and superior quality in groups GIII,
GIV and GV. At 14 days, although all animals were in an advanced process of wound closure,
there was a notable difference in the quality of healing in GV, and at 21 days, all wounds in
the groups had already completely closed. The wound measurements resulted in statistical
differences in both the craniocaudal and lateral axes at fourteen days of the experiment, where
groups GIII and GV had the lowest values in wound dimensions, resulting in a higher wound
healing rate. Thus, the use of the hydrogel containing HP extract was able to stimulate the
production of granulation tissue in the wounds of the treated animals, in addition to
accelerating the closure of the wounds, observed mainly on the 14th day, demonstrating that
this plant is a promising alternative in wound healing.

KEYWORDS: Healing. St. John's wort. Plant extracts. Lesions. Reepithelialization.

Introducio

A cicatrizagdo de lesdes cutdneas constitui um processo fisioldgico essencial,
complexo e caracterizado por uma sequéncia dinamica e sobreposta de eventos celulares e
bioquimicos (Wang et al., 2018; Martelli et al., 2016). Esse processo visa a restauracdo da
integridade morfofuncional dos tecidos acometidos, sendo dividida em trés fases
interdependentes: inflamatoria, proliferativa e remodelamento (Silva, 2021; Capella et al.,
2020)

Apo6s a lesdo tecidual, a primeira fase marcard a hemostasia do local por meio da

ativacdo plaquetaria, promovendo o tampao hemostatico através dos eritrocitos, fibrinas e



leucdcitos (Capella et al., 2020). A fase inflamatdria marca o processo de angiogénese, com a
finalidade de fornecer oxigénio e nutrientes aos tecidos (Sing et al., 2017; Metsavaht, 2016) e
o processo de fibroplasia da matriz extracelular, com ac¢ao dos fibroblastos, desempenhando a
sintese de colageno tipo I e III (Capella et al., 2020; Theoret, 2016). O remodelamento, fase
final da cicatrizagdo, ocorre pela degradagdo de colageno tipo III em tipo I, presenca de fibras
proteicas espessas, conferindo resisténcia e protecdo aos novos tecidos (Casanovas; Orfila,
2017; Sing et al., 2017).

A necessidade de novas alternativas terap€uticas para a cicatrizacao de feridas ¢ uma
realidade, buscado abordagens que o processo de cicatrizagdo tecidual (Nemcovsky;
Beitlitum, 2018). Para tanto, os estudos estdo voltados a estratégias para o desenvolvimento
de curativos capazes de potencializar a reparagdo do local lesionado (Malaquias, 2015), sem
que haja novas intervengdes terapéuticas.

Entre as terapias alternativas descritas na literatura, as biomembranas sdo umas das
escolhidas, devido aos efeitos desempenhados nas feridas, como auxilio na reepitelizagdo e
estimulacdo de tecido de granulagdo das feridas (Coelho et al., 2020), além da facilidade na
aplicagdo das biomembranas em regides irregulares e superficies extensas (Sulaeva ef al.,
2015; Czaja et al.,2006), servindo ainda, como barreira mecanica protetora.

Entre os polimeros, as formulacdes semissolidas, como os hidrogéis também estao
entre as terapias escolhidas no tratamento de feridas cutaneas, devido a capacidade de
auxiliarem a cicatriza¢do das feridas (Pereira et., 2013), desempenhando fungdes terapéuticas
satisfatorias no processo de reparagdo tecidual, além de promoverem hidratagdo a pele,
facilidade na administracdo e liberarem substancias farmacoldgicas a pele (Corréa et al.,
2005).

Uma alternativa promissora para a cicatrizagdo de feridas sdo os produtos derivados
das plantas, devido a presenca de compostos bioativos com agdes terap€uticas satisfatorias
comprovadas, tornando-se objeto de interesse da comunidade cientifica, com o objetivo de
identificar os potenciais terapéuticos, além das propriedades farmacologicas e toxicoldgicas
presente nas plantas (Piriz ef al., 2014; Estevao et al., 2013).

A Hypericum perforatum ¢ uma das plantas mais conhecidas mundialmente, devido
aos seus diversos efeitos descritos na literatura, entre eles a capacidade de cicatrizacao de
feridas (Alves et al., 2014). Pertencente a familia Hypericaceae, o Hypericum perforatum esta
distribuida em todo o territério nacional, conhecida popularmente como erva-de-Sao-Jodo,
hipérico, alecrim-bravo, arruda-de-Sao-Paulo, vem sendo utilizada desde a antiguidade para

as diversas doencas existentes (Shrivastava; Dwivedi, 2015; Alves et al., 2014).
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Entre os compostos biologicamente ativos catalogados da Hypericum perforatum, ha
uma aten¢do para hiperforinas, hipericinas, isoquercitinas, quercitinas, devido a associag@o
destes compostos com efeitos cicatrizantes, tais como migragdo e proliferacdo celular,
estimulagdo de fibroblastos e fibroplasia, colagénese e angiogénese. Dessa forma, tornou-se
objeto de interesse pelos pesquisadores, também por ser considerada um recurso terapéutico e
econdmico (Alves, 2014; Wolfle; Seelinger; Schempp, 2014; Asgarpanah, 2012).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia e o potencial
cicatrizante de um gel contendo extrato da planta Hypericum perforatum em feridas cutaneas
induzidas e protegidas por biomembrana comercial em ratos Wistar por meio de uma
avaliagdo clinica das lesdes e das mensuracdes das feridas ao final de cada periodo e modelo

experimental.

Materiais e Métodos
Animais experimentais

Os procedimentos adotados e realizados durante o experimento foram em
conformidade com as instru¢des e normativas do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Paranaense sob protocolo n°® 37004/2020.

Nesta pesquisa foram utilizados 90 (noventa) ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus), com peso médio de 240g e 60 dias de idade, provenientes do Biotério da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS). Durante sete dias os animais passaram
pelo periodo de adaptagdo, recebendo dgua e ragdo padrdo adequada a espécie ad libitum,
além de enriquecimento ambiental com canos de PVC, sendo mantidos dois animais por caixa
coletiva de polipropileno. Apods este periodo, os animais foram separados em caixas
individuais, permanecendo desta maneira até o final do periodo experimental. O consumo de
dgua e racdo foram monitorados nos dias das trocas de manutencdo e as informagdes
registradas em fichas individuais de desempenho animal.

Os animais ficaram alocados no biotério de manuten¢do animal vinculado ao
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal da Universidade Paranaense — Campus Sede
(Umuarama). O ambiente foi rigorosamente controlado, mantendo-se a temperatura em 22°C
+ 2, com um ciclo fotoperiddico de 12 horas alternadas entre claro e escuro, além da presenca

de sistema de controle da umidade do ar com média de 60%.



Delineamento experimental
Os animais foram pesados e separados por média de +10% do peso em cinco grupos
de diferentes tratamentos, totalizando 18 animais por grupo. Ainda, os animais foram pesados
diariamente durante os primeiros cinco dias, para acompanhamento de pos-cirurgico e para
avalia¢do da dor pos-operatodria, visto que a perda de peso superior a 20% pode ser indicativa
de dor (Ong; Rodrigues, 2013) e, posteriormente, foram pesados nos dias dos procedimentos
eutanasicos.
Sele¢do dos grupos
Os grupos foram compostos por 18 animais cada, desenvolvendo o protocolo de
tratamento a seguir (tratamento adaptado de Yadollah-Damavandi et al., 2015).
e Grupo I (G-I) — grupo controle com cicatrizacdo espontanea por segunda intengao.
e Grupo II (G-II) — tratamento utilizando gel e biomembrana.
e Grupo III (G-III) — tratamento utilizando a biomembrana e gel contendo extrato na
concentragdo de 5%.
e Grupo IV (G-1V) — tratamento utilizando a biomembrana e gel contendo extrato na
concentracgao de 10%.
e Grupo V (G-V) — tratamento utilizando a biomembrana e gel contendo extrato na
concentracao de 15%.
Biomembrana, extrato vegetal e gel anidnico
Biomembrana comercial: Membracel® (Vuelo Pharma, Curitiba, Brasil), constituida
de celulose bacteriana e poros para drenagem, contendo 1cm de didmetro. O extrato etandlico
das ervas e flores da Hypericum perforatum e o gel anidnico de carbopol foram obtidos em
farmécia de manipulagao.
Procedimento Cirargico
Um dia antes do procedimento cirtrgico, os extratos nas concentragdes de 5%, 10% e
15% foram incorporados a 100g de gel anidnico e acondicionados em temperatura ambiente.
Os animais foram submetidos a restricdo alimentar de 12 horas como jejum preé-
operatdrio. Na sequéncia os animais foram submetidos ao protocolo de anestesia dissociativa,
estabelecida pelo laboratorio experimental em farmacologia da Universidade Paranaense,
associando os fadrmacos cetamina na dose 100mg/kg e xilazina na dose 20mg/kg, via
intraperitoneal, realizada no quarto abdominal inferior direito (adaptado de Barboza et al.,

2014).
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Foi realizada tricotomia, na regido cérvico-tordcica dorsal de todos os animais, em
seguida, foram posicionados em decubito ventral, contidos pelos membros toracicos e
pélvicos em mesa cirirgica para ratos e realizada antissepsia com iodo polivinil pirrolidona
(PVPI) degermante, alcool etilico a 70%, PVPI topico e, sequencialmente posicionado campo
cirargico estéril fenestrado.

Com auxilio de um punch dermatoldgico de 10mm, foi realizada a excisdo cirirgica da
pele, promovendo uma exérese de lcm de diametro da epiderme, derme e parte do tecido
subcutaneo (hipoderme) de todos os animais, em seguida, como parte do tratamento, os
animais do grupo I receberam curativo com solugdo fisiologica e gaze estéril. Ja os animais
dos grupos GII, GIII, GIV e GV receberam, primeiro, a aplicacdo do gel (especifico para cada
grupo) com uma espatula estéril diretamente sobre as feridas. Depois, foi colocada a
biomembrana sobre as feridas.

Nos primeiros cinco dias de pos-operatério os animais receberam analgesia com
dipirona na dose de 50mg/kg (Adaptado de Gongalves, 2017; Santos, 2019) e morfina na dose
de 3mg/kg (Adaptado de Ong; Rodrigues, 2013), ambas por via subcutanea, a cada 24 horas.
No entanto, foi utilizada a Escala de Grimace (GRS) para Ratos (Ong; Rodrigues, 2013;
Sotocinal, 2011) para verificacdio de presengca e nivel de dor, bem como, pelo
acompanhamento de possiveis alteracdes do peso dos animais (Ong; Rodrigues, 2013).

Nos primeiros cinco dias do experimento, os animais do Grupo I receberam curativos
diarios, com periodicidade de 24 horas, utilizando solugdo fisiologica estéril e gaze. Por sua
vez, os Grupos II, III, IV e V foram tratados conforme os protocolos especificos de cada
grupo, com aplicacao do gel terap€utico diretamente sobre a biomembrana a cada 24 horas. A
biomembrana permaneceu aderida ao leito da ferida durante todo o periodo experimental, ou

até o seu desprendimento espontaneo.

Avaliagdo macroscopica

As avaliacdes do processo cicatricial das feridas foram feitas no momento da
realizagdo dos curativos nos primeiros cinco dias, e também ao final de cada ciclo
experimental. Os critérios de avaliagdo macroscopica foram registrados em fichas clinicas
para cada animal, sendo avaliados qualitativamente os parametros: presenca da biomembrana;
presenca de crosta; presen¢a de tecido de granulagdo; sinais de infecgdo; caracteristicas do
exsudato (seroso, sero-sanguinolento, sanguinolento e odor); alteracdes teciduais (hiperemia,

edema, cianose).



Foram realizadas mensuragdes cranio-caudal ¢ latero-lateral das areas cicatriciais em
todos os animais, com auxilio de um paquimetro digital para avaliagdo de cada periodo dos
grupos tratados. Além disso, as etapas macroscopicas foram fotografadas com camera digital

Sony Cyber-shot (16.1 megapixels) acoplada a estativa fotografica.

Eutanasia dos animais
Os animais foram submetidos a eutanasia por hipersaturagdo ao anestésico isoflurano
nos periodos de sete, 14 e 21 dias do procedimento cirurgico, sendo seis animais de cada

grupo experimental por periodo.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software Bioestat. As variaveis
quantitativas foram apresentadas por suas médias e avaliadas por andlise de varidncia
(ANOVA) seguida de comparagdo entre as médias dos diferentes grupos pelo pos-teste de

Tukey em casos de diferencas significativas.

Resultados

O periodo experimental transcorreu sem nenhuma complica¢do, tendo total
recuperagdo anestésica dos animais e sem registros de obito. Por meio da escala Grimace e
acompanhamento do peso dos animais, ndo foram necessarios resgates terapéuticos além dos
cinco primeiros dias de pds-operatorio.

Considerando a presenca da biomembrana nos animais dos grupos GII, GIII, GIV e
GV, até o terceiro dia, 44,44% (8/18) tiveram o desprendimento espontaneo em GII, 27,77%
(5/18) em GIII, 44,44% (8/18) em GIV e 27,77% (5/18) em GV. Ao final da primeira fase do
experimento, que compreendeu o periodo de sete dias foi observado auséncia da
biomembrana nos demais animais de todos os grupos.

Nas avaliagdes macroscopicas no primeiro dia, todos os animais apresentaram
exsudato sero-sanguinolenta. Ao longo dos primeiros cinco dias foi observada a presenca de
crostas na lesdao em 66,66% (12/18) dos animais em GI, 100% (18/18) em GII, 66,66 (12/18)
em GIII, 55,55% (10/18) em GIV e 66,66% (12/18) em GV. Ainda, em relag¢do a coloragao da
ferida compativel com tecido de granulacdo, em GI 38,88% (7/18) apresentaram essa
condi¢ao, em GII 50,00% (9/18), em GIII 83,33% (15/18), em GIV 66,66% (12/18) e 88,88%

(16/18) em GV. Nao foram observados sinais de infecdo em nenhum dos animais estudados.

64



Aos sete dias, todos os animais ndo possuiam mais crostas evidentes. Tecido de
granulagdo foi notado em todos os grupos, no entanto, foi possivel observar melhor qualidade
do tecido em GIII, GIV e GV, sendo que, em GI, foi notado leve hiperemia em 50% (3/6) dos
animais neste periodo. Nao foram observadas caracteristicas indicativas de infeccao nas

feridas de nenhum dos animais (Figura 1: B1 a BS).

Figura 1: Aspectos macroscdpicos da cicatrizacdo de feridas cutineas induzidas em ratos machos Wistar no
dia do ato operatdrio (Dia 0), aos 7, 14 e 21 dias de pds-operatorio. GI — Grupo controle com cicatrizacio
espontanea (Al — D1); GII — Grupo utilizando gel e biomembrana (A2 — D2); GIII — Grupo utilizando
biomembrana e gel contendo extrato a 5% (A3 — D3); GIV — Grupo utilizando biomembrana e gel contendo
extrato a 10% (A4 — D4); GV — Grupo utilizando biomembrana e gel contendo extrato a 15% (A5 — D5).

GI GII GIII ' GIV GV

DIA 7

DIA 14

Xy At B /23

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

No 14° dia, o processo de cicatrizacdo encontrava-se em estagio avangado em todos os
animais avaliados no estudo (Figura 1: C1 a C5). Em GI 83,33% (5/6) dos animais ndo
possuiam fechamento completo da lesdo, em GII 66,66% (4/6), em GIII 33,33% (2/6), em
GIV 50% (3/6) e 33,33% (2/6) em GV. Embora o processo cicatricial estivesse avancado em
grande parte dos animais, macroscopicamente a qualidade da cicatrizacdo de GV (Figura 1:
C5) em relagdo aos demais, foi notada. Aos 14 dias, todos os animais dos grupos (6/6)
possuiam completo fechamento da ferida (Figura 1: D1 a D5), permitindo a observacao da
qualidade das cicatrizes, com énfase em GV que demonstrou melhor qualidade

macroscopicamente na cicatrizacdo (Figura 1: D5). Aos 21 dias, o fechamento da ferida ja
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havia ocorrido em todos os animais, permitindo apenas a observacao da qualidade da cicatriz
dos animais, que neste sentido, GV teve notavel superioridade.

Na andlise do eixo cranio-caudal os valores obtidos das médias variaram entre
7,26mm e 9,96mm no sétimo dia, nao indicando diferencas estatisticas significativas entre os
grupos.

No 14° dia, as feridas encontravam-se praticamente fechadas. Foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. O grupo GI apresentou mensuracdes
significativamente maiores em comparagao com os grupos GII e GIV, embora esses dois nao
tenham diferido estatisticamente entre si. Os grupos GII e GIV, por sua vez, nido se
diferenciaram estatisticamente dos grupos GIII ¢ GV, mas apresentaram um tempo de
cicatrizacdo significativamente mais longo. J& os grupos GIII e GV foram estatisticamente
diferentes de GI, apresentando valores significativamente menores que todos os demais
grupos. Esses dois grupos demonstraram a melhor taxa de cicatrizagdo, embora,
estatisticamente, ndo tenham diferido entre si nem em relagao ao grupo GIl e GV.

No 21° nao houve mensuracdo relevante devido ao completo processo de

reepitelizag¢do das feridas em todos os grupos (Tabela 1).

Tabela 1: Avaliagdo estatistica das médias das mensuragdes das feridas cutaneas (mm) do plano
craniocaudal de ratos machos Wistar no periodo experimental de 7, 14 e 21 dias de pos-operatorio
do processo de cicatrizagdo. GI — Grupo controle com cicatrizagdo espontanea; GII — Grupo
utilizando gel e biomembrana; GIII — Grupo utilizando biomembrana e gel contendo extrato a 5%;
GIV — Grupo utilizando biomembrana e gel contendo extrato a 10%; GV — Grupo utilizando
biomembrana e gel contendo extrato a 15%.

Periodo Mensurag¢ao Craniocaudal (mm)
GI GII GIII GIV GV
7° dia 9,96 8,03 7,26 8,23 9,41
14° dia 3,61° 2,528 1,17° 2,343 1,05°
21° dia - - - - -

Letras diferentes nas linhas apresentaram diferengas estatisticas significativas pelo teste de
ANOVA, confirmadas pelo teste de Tukey.

Na analise do eixo latero-lateral os valores obtidos das médias variaram entre 5,59mm
e 6,32mm no sétimo dia, ndo indicando diferengas estatisticas significativas entre os grupos.

No 14° dia, foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os grupos. O
grupo GI apresentou valores significativamente maiores que os grupos GII e GIV, embora nao
haja diferenca estatistica entre esses dois ultimos. Os grupos GII e GIV também nao diferiram
estatisticamente dos grupos GIII e GV, mas apresentaram um tempo de cicatrizagao

significativamente mais longo em comparacdo com GIII e GV. Esses dois Ultimos grupos
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(GIII e GV) diferiram estatisticamente de GI, apresentando valores significativamente
menores do que todos os demais. Além disso, GIII e GV demonstraram a melhor taxa de
cicatrizagdo, embora, estatisticamente, ndo tenham diferido entre si nem em relagdo ao grupo
GIIL.

No 21° n3o houve mensuragao relevantes devido ao completo processo de

reepitelizagdo das feridas em todos os grupos (Tabela 2).

Tabela 2: Avaliacdo estatistica das médias das mensuragdes das feridas cutdneas (mm) do plano
latero-lateral de ratos machos Wistar no periodo experimental de 7, 14 e 21 dias de poés-operatdrio
do processo de cicatrizagdo. GI — Grupo controle com cicatrizagdo espontanea; GII — Grupo
utilizando gel e biomembrana; GIII — Grupo utilizando biomembrana e gel contendo extrato a 5%;
GIV — Grupo utilizando biomembrana e gel contendo extrato a 10%; GV — Grupo utilizando
biomembrana e gel contendo extrato a 15%.

Periodo Mensurac¢ao Latero-lateral (mm)
GI GII GIII GIvV GV
7° dia 6,07 5,97 5,59 6,22 6,32
14° dia 1,68 1,22% 0,73° 0,96% 0,72°
21° dia - - - - -

Letras diferentes nas linhas apresentaram diferencas estatisticas significativas pelo teste de ANOVA,
confirmadas pelo teste de Tukey.

Discussao

Os ratos sdao modelos experimentais amplamente utilizados nos protocolos de
cicatrizagdo de feridas, por possuirem caracteristicas como pele frouxa, as quais possuem
propriedades que realizam a contracdo da ferida, promovendo um processo de cicatriza¢ao
variados em planos craniocaudal e/ou latero-lateral (Vicente ef al., 2019). Este estudo utilizou
ratos Wistar como modelo experimental de cicatrizagdo de feridas, assim como diversos
estudos na literatura, ndo observando intercorréncias no periodo experimental nestes animais.

A exérese das camadas epidérmica, dérmica e hipodérmica, realizada com auxilio do
punch dermatologico, representa uma abordagem consolidada para a criacdo de lesdes
padronizadas, assegurando precisao na remocao tecidual. Estudos prévios, como os de Fiorio
et al. (2017) e Guleken et al. (2021), empregaram punchs de 8§ mm de diametro, enquanto
Canpolat, Eroksuz e Rizaoglu (2021), De Céssia Costa et al. (2024) e Schimdt et al. (2025)
utilizaram punchs de 10 mm em seus experimentos. No presente estudo, adotou-se o punch
dermatologico de 10 mm, o que permitiu a remogao precisa da pele sem ocorréncia de
complicagdes.

As feridas cutdneas nos animais vém exigindo grande atengdo por parte dos

profissionais da medicina veterindria, cuja objetivo ¢ garantir o bem-estar e recuperagdo dos
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pacientes. Deste modo, entender os fatores que influenciam no sucesso dos tratamentos
podem ajudar a garantir resultados satisfatorios ou auxiliar os protocolos clinicos (Felipe;
Leseux, 2025).

Além de garantir que as feridas recebam os principios basicos para um tratamento
convencional, como proporcionar condi¢gdes microambientais adequadas, incluindo perfusio
tecidual eficiente, suprimento adequado de oxigé€nio e nutrientes, manutencdo de niveis
otimos de umidade no leito da ferida (Moreski, Leite-Mello; Bueno, 2018), utilizar terapias
ndo convencionais como produtos herbais e plantas medicinais, podem favorecer o processo
de cicatrizacdo (Moreski, Leite-Mello; Bueno, 2018; Piriz ef al., 2014).

Neste sentido, a Hypericum perforatum ¢ uma alternativa promissora nos protocolos
de cicatrizagdo de feridas, pois de acordo com a literatura, dos diversos potenciais
teraputicos descritos, agdes anti-inflamatérias, antioxidantes e cicatrizantes sao
extremamente relevantes para a reparacao tecidual (Sotirova et al., 2024; Karami et al., 2016;
Alves, 2014; Or¢i¢ et al., 2011). Estes dados corroboram os achados do presente estudo, cuja
analise macroscopica revelou um processo de cicatrizagdo mais rapido nos grupos de animais
tratados com a planta, além de uma regeneragdo morfofuncional mais eficiente e organizada.

Dos diversos relatos na literatura, autores como Han et al. 2017, Yadollah-Damavandi
et al. (2015), Sotirova et al. (2024), Alnajjar, (2025), obtiveram sucesso em seus estudos
revelando os principais efeitos cicatrizantes da Hypericum perforatum em diferentes modelos
experimentais in vivo.

Sotirova et al. (2024) conduziram um estudo experimental em ratos Wistar para
avaliar o efeito de diferentes formulagdes de um bioativo derivado da Hypericum perforatum
na cicatrizagdo de feridas cutdneas de 0,6 cm de didmetro, seguido da aplicagdo de
formulagdes distintas, um bigel contendo o extrato livre e outro com o extrato
nanoencapsulado em transportadores lipidicos nanoestruturados. Aos 21 dias, foi evidenciado
que o grupo controle, que ndo recebeu intervencdo terapéutica apresentou média de 2,833 +
0,52 mm de diametro, o grupo tratado com bigel com extrato livre apresentou 2,583 + 0,59
mm, ja o grupo que recebeu formulagdo do extrato nanoencapsulado, demonstrou resposta
superior ao tratamento, com redug¢do significativa de 1,500 + 0,55 mm, demonstrando que tais
achados compactuam com as imagens macroscopicas das feridas no presente estudo,
sugerindo que o extrato de Hypericum perforatum potencializa a reparagao tecidual.

Khanzadeh et al. (2024) investigaram os efeitos de um gel de quitosana contendo
extrato de Hypericum perforatum (Erva-de-Sao-Jodo) na cicatrizacdo de feridas por

queimadura em ratos Wistar. Nas observagdes macroscopicas, as analises estatisticas nao
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demonstraram altera¢des significativas entre os grupos no 5° dia, no entanto, 0s grupos
tratados com gel de quitosana e extrato a 10% e gel de prata demonstraram diminui¢ao
significativa nos dias nove, 14, 17 ¢ 21 em relagdo aos demais, ainda, nos dias 21, os grupos
extrato 10% e gel de quitosana e extrato a 5% demonstraram reducdo significativa em relagdo
aos demais. Desta forma, os resultados revelaram que terapia combinada de extrato topico de
Hypericum perforatum e quitosana podem auxiliar na cicatrizagdo de feridas e diminuir o
estresse oxidativo.

Moradi et al. (2022) avaliaram um curativo formado por gel de carboximetilcelulose
contendo extrato de Hypericum perforaum, desenvolvidos por enxertos de adcido metacrilico e
acrilamida para avaliar a resisténcia mecanica e sua capacidade cicatrizante em feridas por
queimaduras em ratos Wistar. Os resultados deste experimento revelaram que os ratos
tratados com gel carregados de Hypericum perforatum tiveram suas feridas cicatrizadas mais
rapidamente em comparagao com o outro grupo nos 10 dias de acompanhamento, sendo que,
o grupo tratado obteve as superficies das feridas rapidamente construidas entre cinco e sete
dias, sendo assim, ¢ possivel entender que gel contendo material herbal foi capaz de acelerar a
cicatrizagao e reduzir a formagao de cicatrizes.

Seyhan (2020) conduziu um estudo em ratos Sprague-Dawley para avaliar os efeitos
cicatrizantes do oleo de Hypericum perforatum e de Curcumina em feridas por queimaduras
de segundo grau. Por meio da andlise macroscopica através das imagens capturadas dos
animais, os intervalos até o 21° dia demonstrou que a qualidade da cicatrizagdo foi superior
que o grupo controle, tendo uma cicatrizagdo mais rapida dos animais dos grupos tratados.

Han et al. (2017) investigaram os efeitos do 6leo de Hypericum perforatum 50% e
Nigella sativa 50% incorporados em creme, na aplicagdo topica em feridas cutaneas induzidas
em ratos Wistar fémeas. Através da andlise macroscopica foi observado que os animais
tratados com o creme de Hypericum perforatum tiveram menor grau de inflamagdo e menor
volume de exsudato em relagdo aos animais do grupo controle. Em relagcdo a contracao da
ferida, os grupos tratados tiveram a cicatrizagdo acelerada significativamente em relacdo ao
grupo controle aos sete e quatorze dias, com isso, foi constatado que o 6leo de Hypericum
perforatum foi capaz de promover a¢do anti-inflamatoria nos animais, além auxiliar e acelerar
o fechamento das feridas, melhorando a qualidade da cicatrizacao.

Karami et al. (2016) avaliaram a atividade cicatrizante de uma pomada incorporada
com extrato metandlico das flores de H. perforatum em feridas excisionais induzidas em ratos
Wistar. Os resultados das medi¢des das feridas demonstraram que houve uma diminui¢ao

significativa no tamanho das feridas dos animais tratados com a pomada de Hypericum
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perforatum, resultando em maior contracdo e menor tempo de cura destes animais em relag@o
ao tratamento referéncia. Tais resultados revelaram que a pomada a base de Hypericum
perforatum foi capaz de reduzir o tempo de cicatrizagao e o fechamento da ferida.

Yadollah-Damavandi et al. (2015) também investigaram os efeitos do extrato de
Hypericum perforatum na concentragdio de 5% e 10% incorporados a um gel de
carboximetilcelulose a 2% na cicatrizagdo de feridas cutdneas de espessura total em ratos
Wistar fémeas diabéticas. A andlise estatistica das areas de fechamento da ferida resultou
numa variacao de 93,13mm? a 110,54mm?, sem diferengas estatisticas entre os grupos, no
entanto, a taxa de fechamento das feridas nos grupos tratados com 5% e 10% foram
significativamente maiores que os demais. Associado estes achados, ao demais analises foi
possivel verificar que a Hypericum perforatum atenuou a cicatrizagdo das feridas dos animais
tratados.

Alnajjar (2025) utilizou um modelo experimental diferente dos modelos convencionais
para cicatrizacdo de feridas, no estudo foram utilizados coelhos como modelo para avaliar a
cicatrizagdo de feridas circulares por meio dos efeitos terapéuticos do extrato oleoso de
Hypericum perforatum em solvente de cloroférmio e metanol. Apos a analise das medidas das
feridas dos animais, ndo houve diferengas estatisticas entre os animais no intervalo de quatro
dias, no entanto, aos sete dias a diminuicao das feridas do grupo tratado com Hypericum
perforatum foram significativas em relagdo ao controle e aos 14 dias, as diferengas foram
altamente significativas, demonstrando que o grupo tratado com Hypericum perforatum
obteve rapidez no fechamento da ferida. Com isso, baseado nos resultados, o autor descreve
que o processo de cicatrizagdo de feridas ¢ mais rapido em defeitos tratados com a Hypericum
perforatum.

Chatzimisios et al. (2023) investigaram o potencial efeito cicatrizante de uma pomada
a base de Hypericum perforatum por segunda intengdo em gatos. Embora as andlises
macroscopicas ndo tenham revelado diferencas significativas entre os grupos, o tempo médio
para formacao inicial de tecido de granulacao foi aos 4,25 dias para os animais tratados com a
pomada de Hypericum perforatum, destacando-se dos demais grupos, além disso, para
preenchimento de toda a ferida com tecido de granulagdo, foi necessario 12,63 dias, também
em menor tempo que os demais grupos. Ainda, a perfusao tecidual das feridas tratadas com a
pomada de Hypericum perforatum apresentou melhor qualidade em relacdo aos grupos
controles. Embora tenham apresentadas caracteristicas positivas, a pomada com o extrato da

planta nao foi capaz de acelerar o processo de cicatriza¢do nos gatos.
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No presente estudo, foi adotado modelo experimental de cicatrizacdo de feridas
cutaneas por segunda inten¢do em ratos Wistar tratados com géis incorporados com diferentes
concentragdes do extrato da planta Hypericum perforatum. Apos analise visual dos animais,
além das analises estatisticas das mensuragdes das feridas em diferentes periodos, foi possivel
inferir que os animais tratados obtiveram uma cicatrizagdo mais rapida que os demais (Tabela
1; Tabela 2), marcadas significativamente no dia 14, além de uma melhor qualidade da
cicatrizagdo, marcada por uma melhor presenga de tecido de granulagdo (Figura 1: B3 —B5) e
melhor qualidade da cicatriz ao final do 21° dia (Figura 1: D3 — D5), compactuando com os
achados dos diferentes autores supracitados.

No que se refere aos primeiros sete dias do processo de cicatrizagdo, marcando a fase
inflamatoéria e o inicio da fase proliferativa, houve auséncia de diferenga estatistica dos dados
das mensuragdes das feridas. E possivel entender que macroscopicamente nio houve
aceleragdo da primeira fase, no entanto, quando avaliado os dados do 14° dia (Tabela 1 e
Tabela 2), ¢ possivel inferir que por meio dos menores diametros em GIII e GV na andlise
macroscopica (Figura 1: C1 — C5), houve maior rapidez na reepitelizacdo das feridas destes
animais, possibilitando entender que nestes animais nestes animais o processo de cicatriza¢ao
obteve melhor qualidade.

O tecido de granulagdo ¢ considerado um pré-requisito para a cicatrizacao da ferida de
forma adequada, isto pela taxa elevada de vascularizag¢do, além do fornecimento de estratos
para as células epiteliais migrarem ao leito e recobrirem as lesdes (Seyhan, 2020), por isto,
este tecido e caracterizado por sua tonalidade vermelha intensa (Oliveira; Paraguassu; Cunha,
2024). Em geral, a proliferagdo inicial do tecido de granula¢do se da por volta dos trés dias
apos a lesdo tecidual (Oliveira; Paraguassu; Cunha, 2024; Berry; Sullins, 2003), tendo sua
diminuigdo por volta de 20 dias (Oliveira; Paraguassu; Cunha, 2024).

Nesse sentido, pela presenca exacerbada de tecido de granulagdo tanto nas descri¢des
macroscopicas evidenciadas neste estudo, quanto nos achados macroscopicos € microscopicos
descritos por diversos pesquisadores como Sotirova et al (2024), Canpolat, Eroksuz e
Rizaoglu (2021) e Esquisatto et al., (2019), € possivel atribuir a formagao elevada deste tecido
aos efeitos da Hypericum perforatum, cuja capacidade de induzir proliferacdo celular e
fibroplasia intensa sdo descritas na literatura (Altan, et al., 2018; Prisacaru, et al., 2013),
confirmando os achados deste estudo.

O uso de curativos biocompativeis estdo entre os principais biomateriais produzidos
para praticas médicas (Garms et al., 2017), devido a aplicabilidade terapéutica destes

curativos, a biofuncionalidade e a biocompatibilidade para substituir a pele lesionada (Garms
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et al., 2017; Collins; Birkinshaw, 2013). Os polimeros naturais, como biofilmes e hidrogéis
estdo entre os biomateriais que desempenham as fungdes desejadas na medicina regenerativa
(Palacio et al. 2024; Qin et al., 2022). Neste sentido, membranas de celulose bacteriana
apresentam-se como uma Otima alternativa para a cicatrizagdo de feridas, estimulando a
reepitelizag¢do da area lesionada (Coelho, et al., 2020; Yaguishita, 2007).

Neste contexto, foi utilizado um biofilme comercial como curativo nos animais para
promocao da protecao da area lesionada, bem como barreira fisica contra agentes externos,
aos sete dias, o desprendimento espontaneo ja havia sido observado em todos os animais do
estudo, ndo possibilitando a identificagdo da eficiéncia da membrana nestes animais, no
entanto, os animais ndo apresentaram sinais de infec¢do, nem presenca de corpos estranhos
nas feridas, caracteristicas que podem ser atribuidas como protecao do biofilme, pelos menos
nos dias iniciais do estudo.

Os géis também estdo entre os polimeros utilizados nas praticas médicas devido aos
efeitos locais que desempenham e a aplicabilidade do medicamento a pele (Allen; Popovich;
Ansel, 2013; Karade, 2012). Além disso, curativos de gel sdo capazes de reduzir os efeitos de
desconforto no local da ferida, mantendo o meio imido em favorecimento a cicatrizacao
tecidual (Tavares; Silva, 2015) por meio de suas diferentes composicdes, ou até mesmo
utilizados em associagdes com outros produtos (Corréa et al. 2005).

Relatos na literatura sdo recorrentes da associagdo de hidrogéis em associacao ao
extrato da planta HP (Khanzadeh e al., 2024; Sotirova et al., 2024; Moradi et al., 2022;
Yadollah-Damavandi et al., 2015), assim como neste estudo, cuja aplicabilidade do gel foi
facilitada, ndo encontrando intercorréncia na administragao nos animais, além disso, baseado
nas observacdes macroscopicas, foi possivel entender a importancia do extrato para estimular
0 processo cicatricial dos animais tratados e a presenga do gel para manter o leito da ferida
umido, como foi descrito acima por outros autores.

Em relagdo aos efeitos cicatrizantes descritos na literatura atribuidos a planta HP, sdo
devidos aos compostos biologicamente ativos presentes na planta, como a hipeforina,
hipericina, isoquercitina, quercetina, rutina, (Altan et al., 2018; Prisacaru, et al., 2013), cujos
efeitos incluem proliferacdo e migragdo de células epiteliais, fibroplasia por meio dos
fibroblastos para produgao de colageno e angiogénese (Altan et al., 2018; Kyan et al., 2015;
Alves et al., 2014; Prisacaru, et al, 2013). O presente estudo ndo promoveu a analise de
fitoquimica para a identificagdo dos compostos biologicamente ativos, no entanto, os
resultados observados assemelham-se aos descritos na literatura, confirmando a eficiéncia dos

compostos presentes na HP.
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Conclusao

Com base nos resultados obtidos por meio das analises macroscdpicas, conclui-se que
o gel contendo extrato de Hypericum perforatum foi eficaz em estimular a proliferagdo do
tecido de granulagdo e o fechamento das feridas, além de promover uma cicatrizagdo mais
rapida nos periodos de 14 e 21 dias. Observou-se ainda uma regeneragdo tecidual mais
organizada, indicando que a formulagdo representa uma alternativa promissora para o

tratamento e reparacao de feridas cutaneas.
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3. CONCLUSAO

1

Os aspectos histologicos obtidos por meio das analises microscopicas dos modelos
experimentais utilizados, permitiram avaliar que o gel em associacdo com o extrato da
Hypericum perforatum auxiliou no processo de cicatrizacdo de feridas. Os efeitos
observados nas laminas histologicas revelaram que o extrato da planta promoveu acao
anti-inflamatdria, além de promover a regeneragdo tecidual por meio do estimulo dos
fibroblastos em desempenhar fibroplasia intensa e melhora na qualidade da sintese de
colageno.

Das analises macroscopicas visuais foi possivel verificar que as biomembranas comerciais
utilizadas no estudo serviram de barreira fisica contra agentes externos, devido a auséncia
de sinais de infec¢des ou corpos estranhos nas feridas. As avaliagdes clinicas dos periodos
7, 14 ¢ 21 dias revelaram que os animais tratados com o gel em associagdo com o extrato
da planta Hypericum perforatum promoveram intensa proliferagdo de tecido de
granulagdo, além de auxiliarem no fechamento das feridas e na melhora da cicatrizacao.
As andlises estatisticas demostraram que aos 14 dias, em ambos os planos avaliados
(latero-lateral e cranio-caudal), os animais tratados com o gel e extrato da planta tiveram a
menor média das mensuragdes em relagdo aos demais grupos, podendo inferir que o
extrato foi capaz de acelerar o fechamento das feridas, ainda, quando analisados os dias
21, nos dois planos analisados, ainda que ndo tenha diferengas estatisticas, por meio das
analises macroscopicas foi notavel a melhora da qualidade das cicatrizes dos animais

tratados com o extrato da H. perforatum.
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4. ANEXOS

ANEXO I - Certificado do Comite de Etica em Pesquisa Envolvendo Experimentaciio
Animal (CEPEEA)

UNIVERSIDADE PARANAENSE - UNIPAR
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F de Ensino e Cultura - APEC
TINIPAD DIRETORIA EXECUTIVA DE GESTAO DA PESQUISA E DA POS GRADUAGAO
UNIPAR - ¢ DEGPP

COORDENADORIA DE PESQUISA E INICIACAO CIENTIFICA - COPIC
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEPEEA)
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Certificamos que o projeto intitulado "AVALIACAO DO POTENCIAL EFEITO CICATRIZANTE DO EXTRATO DE HYPERICUM PERFORATUM L. SOB
LIBERACAO CONTROLADA POR BIOMEMBRANA NATURAL EM FERIDAS CIRURGICAS CUTANEAS INDUZIDAS EM RATOS", protocolo
37004/2020, sob a responsabilidade de RICARDO DE MELO GERMANO, - que envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pcnencemes 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 8 de outubro
de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Expcnmcn!z;éo Animal (CONCEA), tendo
sido aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidad -UNIPAR lizad: 21/11/2019.
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n. 6,899 of July 15, 2009, and with norms published by the Brazilian Counxil for the Control of Animal Experiments (CONCEA)), and approved by the COMMITTEE
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEPEEA)

Vigéncia do Projeto/ oje Feverel 2020
Espécien pe ligr Wistar

N° de animais / N. of animals 90

Pesolldade / WeighUAge 2002509/ 60 dias

Sexo / Sex Nao Definido/ Undefined
Ongem/ Origin Biotério




