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Cicatrizacao de feridas agudas tratadas com
produto em po6 a base de prépolis verde

Acute wound healing by green propolis-based powder product

Cicatrizacion de heridas agudas tratadas con producto en polvo a base de

propoadleo verde

Resumo

Objetivo: avaliar o potencial cicatrizante de um produto em pd a base de prépolis
verde em lesdo agudainduzida em ratos. Método: trata-se de um estudo experimental
realizado com 27 ratos da linhagem wistar divididos aleatoriamente em trés
grupos. As lesdes foram induzidas cirurgicamente e tratadas a cada 48 horas com
os produtos em teste (p6 a base de prdépolis verde, Brava Ostomy Powder® e soro
fisioldgico). As lesdes foram analisadas macroscdpica e microscopicamente no 7°,
9° e 11° dia de pds-operatério. Resultados: a maioria das lesdes tratadas com po a
base de prépolis verde cicatrizou em 11 dias. O produto formulado para este estudo
e o comercial mostraram resultados satisfatérios na retracio das feridas, atividade
anti-inflamatodria, angiogénese, proliferacdo de fibroblastos e sintese de colageno.
Conclusao: o tratamento com o produto formulado a base de prépolis verde mostrou
grande potencial de cicatrizacdo das lesdes cutaneas.

Descritores: Propole; Ferimentos e lesdes; Cicatrizacdo; Farmacognosia.

Abstract

Objective: To evaluate the healing potential of a green propolis-based powder product
on acute lesions induced in rats. Method: This is an experimental study conducted with
27 Wistar lineage rats randomly divided into three groups. The lesions were surgically
induced and treated every 48 hourswith the test products (green propolis-based powder,
Brava Ostomy Powder™, and saline solution). The lesions were analyzed macroscopically
and microscopically on the 7th, 9th, and 11th postoperative days. Results: Most of
the lesions treated with green propolis-based powder healed in 11 days. The product
formulated for this study and the commercial one showed satisfactory results in
wound retraction, anti-inflammatory activity, angiogenesis, fibroblast proliferation,
and collagen synthesis. Conclusion: Treatment with the green propolis-based product
showed great potential for healing skin lesions.

Keywords: Propolis; Wounds and injuries; Wound Healing; Pharmacognosy.

Resumen

Objetivo: evaluar el potencial cicatrizante de un producto en polvo a base de
propodleo verde en heridas agudas inducidas en ratas. Método: se trata de un estudio
experimental realizado con 27 ratas wistar, que se separaron de forma aleatoria en
tres grupos. Las heridas quirudrgicas fueron tratadas cada 48 horas con los productos
en prueba (polvo a base de propodleo verde, Brava Ostomy Powder® y solucion
fisiolégica). Las heridas se evaluaron macro y microscopicamente a los 7, 9y 11 dias
postoperatorios. Resultados: la mayoria de las heridas tratadas con el polvo a base de
propéleo verde cicatrizaron en 11 dias. El producto formulado para este estudio y el
producto comercial mostraron resultados satisfactorios en la retraccion de heridas,
actividad antiinflamatoria, angiogénesis, proliferacion de fibroblastos y sintesis de
colageno. Conclusidn: el tratamiento con el producto a base de propéleo verde mostré
un gran potencial curativo de las lesiones cutaneas.

Palabras clave: Propolis; Heridas y lesiones; Cicatrizacion de Heridas; Farmacognosia.
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INTRODUGCAO

As lesdes agudas se originam subitamente a
partir de traumas ou cirurgias e a reparacao
tecidual requer um tempo menor do que as
lesbes consideradas cronicas, uma vez que geral-
mente nao ocorre nenhum tipo de complicacdo
durante as fases de cicatrizacdo que interfira
nesse processo'?.

Apbs a ocorréncia de lesdes de qualquer
natureza, a cicatrizacdo do tecido lesionado se
inicia de maneira complexa e dindmica, envol-
vendo fenémenos quimicos, biolégicos e fisicos
que ocorrem de forma simultinea e interde-
pendente, variando conforme o tipo de lesao
presente (aguda ou cronica), sua localizacdo e o
tratamento envolvido®.

Ha registro de uso da prépolis desde
300 anos a. C. para tratar diversas afeccoes,
incluindo as lesdes cutaneas. A propolis é uma
substancia de aspecto resinoso produzida pelas
abelhas, sendo a espécie de Apis mellifera a mais
comum, que captam exsudato de arvores, plantas
e folhas, além do podlen de diversas flores asso-
ciadas as secrecdes salivares para producao desse
material. A resina esta presente nas colmeias
para manter a temperatura em torno de 35°C,
proteger o local contra a entrada de outros
insetos, ocluir aberturas, entre outros®4.

A coloracdo da prépolis pode variar entre
amarelo, vermelho, marrom e verde, dependendo
de sua procedéncia e da vegetacdo envolvida.
A prépolis verde, comumente encontrada em
paises como Argentina, Uruguai e Brasil, tem sua
origem botanica formada principalmente pelo
alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia DC,
da familia Asteraceae), também conhecido como
“vassourinha”. Este tipo de proépolis € composto
pelos derivados prenilados do acido p-cumdrico,
artepilina C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico),
diterpenos, tripertenos e flavonoides“9.

Ao longo dos anos foram descritos mais
de 300 elementos na composicdo quimica da
prépolis independente de seu tipo, entre eles
os flavonoides, vitaminas E, C e do complexo B,
minerais como ferro, zinco, calcio e potassio,
acidos graxos e fendlicos, proteinas, aldeidos
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aromaticos, alcoois e aminoacidos, que variam
conforme a origem botanica e geografica,
conferindo a esta resina suas propriedades
antimicrobiana, anti-inflamatdria, antioxidante,
anestésica, imunomoduladora, cicatrizante,
entre outras(¢”,

No Brasil e em diversos paises, hda um
interesse crescente pelo uso da propolis,
seja do extrato produzido a partir da resina
in natura, seja de outras apresentacdes como
cremes, pomadas, géis, xampus ou curativos
para o tratamento de feridas, dada as proprie-
dades supracitadas observadas pela sinergia
dos diversos compostos quimicos que a
resina apresenta¢®,

O tratamento das lesdes de pele é um
enorme desafio para os profissionais de
saude, devido ao impacto socioeconémico que
estas causam para os individuos acometidos,
seus familiares e servicos de saude. Este estudo
justifica-se pela necessidade de desenvolvi-
mento de uma formulacao farmacéutica a base
de propolis verde que seja estavel, segura e
eficaz para o tratamento de lesbes de pele
in vivo, visando uma posterior utilizacdo desse
recurso em seres humanos.

Pretende-se que o produto desenvolvido
a partir desta pesquisa seja futuramente uma
opcao de tratamento de lesdo de pele, incluindo
as dermatites periestomais, por se tratar de uma
complicacdo comumente observada nas pessoas
com estomias. A dermatite periestomal pode ser
de origem irritativa, quando ocorre o contato
da pele com as enzimas digestivas e eletrélitos
presentes nas eliminacdes (fezes e urina), provo-
cando danos que variam desde eritema até uma
solucdo de continuidade na pele. Considera-se
dermatite periestomal de origem traumatica
quando ha lesdo superficial que acomete a
derme, provocada pela retirada da placa adesiva
do equipamento coletor®.

Assim sendo, considerando a complexidade
que envolve o tratamento das lesdes de pele,
bem como as diversas propriedades dessa resina
produzida pelas abelhas, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o potencial cicatrizante
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Cicatrizacdo de feridas agudas tratadas com produto em pé a base de prépolis verde

de um produto em pé a base de extrato hidro-
alcéolico de propolis verde em lesdo aguda
induzida em ratos.

METODO

Trata-se de um estudo experimental
pré-clinico realizado com 27 ratos adultos da
linhagem wistar no Biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia (FM/UnB).
Na pesquisa foram incluidos apenas animais
machos saudaveis para garantir a isonomia
da amostra estudada e evitar alteracoes
hormonais que pudessem interferir nos resul-
tados da pesquisa.

O presente estudo foi aprovado pela
Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade de Brasilia, sob parecer de niimero
80/2018. A pesquisa se desenvolveu em etapas
gue compreenderam o desenvolvimento do
produto a base de propolis, teste in vivo e andlise
histoldgica. As etapas de teste in vivo e andlise
histoldgica se iniciaram no periodo de marco de
2019 a outubro de 2020, apds o parecer favo-
ravel 3 execucao da pesquisa.

Producao do curativo

A amostra de extrato de prépolis verde
(lote 74/17) foi cedida pela empresa Mel do Sol.
No Laboratério de Tecnologia de Medicamentos,
Alimentos e Cosméticos (LTMAC) da Universidade
de Brasilia, foi elaborada uma solucio contendo
extrato hidroalcdolico de propolis verde a 11% e um
copolimero acrilico (Eudragit L100). Em seguida,
foram produzidas microparticulas dessa solucao
a partir de um processo de secagem, realizada
com auxilio do Spray Dryer (Labmaqg, MSD 1.0),
sem contato com o meio externo. Posteriormente,
as microparticulas foram misturadas em morteiro
(PRP: EuL100, na proporcao de 1:3 p/p) e incorpo-
radas a carboximetilcelulose sddica.

A atividade antioxidante da formulacao
supracitada foi calculada por meio dos métodos
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), 4&cido
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS) e Thiobarbituric Acid Reactive Species
(TBARS). Pelo método DPPH, foi mensurado
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o sequestro do radical livre 2,2-difenil-
-1-picrilhidrazil pela substancia de interesse,
cujo valor foi expresso de acordo com o Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC).O produto
produzido a base de prépolis verde foi testado
em diluicoes seriadas até que se encontrasse um
percentual de descoloracio alto, que é inversa-
mente proporcional ao valor de Trolox e equivale
a uma maior atividade antioxidante. Pelo DPPH
é possivel determinar a concentracao da formu-
lacdo farmacéutica em estudo necessdria para
inibir 50% da atividade dos radicais livres.

No método ABTS, a atividade antioxidante
do produto desenvolvido foi medida em dilui-
coes seriadas por meio da captura do radical
2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
gerado a partir da oxidacdo com o sal de persul-
fato de potassio, que se reduz na presenca de
antioxidantes doadores de hidrogénio. Por ser
solivel em agua ou solventes organicos, o radical
ABTS é capaz de determinar a atividade antioxi-
dantede produtos lipo e hidrofilicos. Seus valores
também sdo expressos de acordo com o TEAC.
O método TBARS foi utilizado para quantificar
o malondialdeido (MDA), que é um marcador
bioldgico de dano oxidativo utilizado para avaliar
a extensao da peroxidacao lipidica, observada
nas reacoes em cadeia dos radicais livres.

A avaliacdo morfoldgica, além dos testes
para avaliar as caracteristicas reoldgicas e efeti-
vidade do produto produzido para esta pesquisa
foram realizados seguindo a legislacdo vigente
e as recomendacdes da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) para uso de propolis em formula-
coes farmacéuticas.

A resina sintética em pd para estomias
(Brava Ostomy Powder®) da empresa Coloplast
(lote 5201536) foi obtida comercialmente pelas
pesquisadoras e utilizada no grupo controle
positivo deste estudo. Sua formulacdo contém
carboximetilcelulose (CMC), goma guar e goma
xantana. Na auséncia de produtos disponiveis no
mercado, no periodo da coleta de dados, com as
mesmas caracteristicas do produto a base de
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propolis desenvolvido para esta pesquisa e,
apés andlise de sua composicdo quimica,
optou-se por utilizar a referida resina sintética
em pod, uma vez que ela possui a mesma apre-
sentacdo do produto em teste e por ser utilizada
para o tratamento de lesdes de pele, como por
exemplo as dermatites irritativas periestomais.

Um ensaio de membrana corioalantoide
(HET-CAM) também foi realizado em duplicata
com 30 ovos embrionados de galinha no 8° dia
de incubacdo, com o objetivo de verificar a
toxicidade do produto criado para este estudo,
como substituicdo ao teste in vivo de avaliacido de
toxicidade e potencial irritativo de formulacoes
farmacéuticas. A membrana corioalantoide foi
exposta e umectada com solucdo fisiolégica por
20 segundos. Em seguida, foram adicionadas
amostras de 50g dos produtos em teste: produto
desenvolvido, produto comercial (Brava Ostomy
Powder®), solucdo aquosa de hidroxido de sédio
0,1M (controle positivo) e solucdo fisiologica
a 0,9% (controle negativo), novamente por um
periodo de 20 segundos. Apds o tempo estabe-
lecido, removeu-se as amostras dos produtos em
teste e foi avaliada a ocorréncia de hemorragia,
hiperemia e coagulacdo na membrana por 20,
130 e 200 segundos.

Apos a realizacdo das analises necessarias,
tanto do produto produzido para este estudo
guanto do produto comercial (Brava Ostomy
Powder®), seguiu-se para a prdéxima etapa,
o teste in vivo.

Procedimento cirdrgico para indugao
das lesdes

Os ratos permaneceram em alojamento
apropriado, acondicionados em gaiolas de poli-
propileno (dimensdes de 35 cm x 50 cm x 20cm)
e tiveram um periodo de sete dias para ambien-
tacdo no biotério, com controle da temperatura
ambiente (22°C), luminosidade (12h claro/12h
escuro) e umidade variando entre 50 e 60%.
Todos eles receberam racao balanceada e dgua
ad libitum durante o experimento.

Ap6bs o periodo de ambientacado no biotério,
0s animais estavam com oito semanas de vida
e foram pesados para cdlculo das doses dos
medicamentos, apresentando peso corporal que
variou de 270g a 380g. A sedacao foi realizada
com cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de
xilazina 2% (na dose de 100mg/kg e 10mg/kg,
respectivamente)viaintraperitoneal. Emseguida,
os animais foram posicionados em decubito
dorsal e realizou-se a tricotomia dos pelos no
dorso em uma area de 16 cm?; a antissepsia local
foi feita com alcool 70% e alcool iodado 2%.

As lesdes foram induzidas cirurgicamente
no préprio dorso utilizando-se um punch meta-
lico estéril de 6 mm de didmetro e auxilio de
lamina de bisturi n°® 22 para exposicao da fascia
muscular. Os ratos foram alocados de forma
aleatéria simples em trés grupos, conforme
demostra a figura 1.

Figura 1 - Fluxograma de divisdo dos grupos e subgrupos de avaliacdo, Brasilia-DF, 2019.
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Todos os animais receberam analgesia com
dipirona (0,1 mL via subcutanea) por 24h apds
a confeccdo das feridas para controle da dor.
As lesdes foram deixadas cicatrizar por segunda
intencdo e o curativo foi realizado a cada
48 horas, seguindo o protocolo estabelecido para
o estudo: limpeza do leito da lesdo com solucao
fisiolégica a 0,9% em temperatura ambiente utili-
zando uma agulha 25 x 0,8 mm acoplada a uma
seringa de 20 mL; aplicacdo dos produtos em
teste, em quantidade suficiente para cobrir todo
o leito das lesdes, conforme o grupo de estudo:
produto em p6 a base de extrato hidroalcéolico
de prépolis a 11% (EP11), produto comercial
Brava Ostomy Powder® (GCP) e solucéo fisiolo-
gica a 0,9% (GCN). As lesdes nao foram ocluidas
com cobertura secundaria e os animais nao foram
sedados durante a realizacao dos curativos.

Todo o experimento foi acompanhado
pelos veterindrios do biotério e, apds avaliacdo
dos profissionais em conjunto com as pesqui-
sadoras, optou-se por finalizar o experimento
no 11° dia de pds-operatério, devido ao
tamanho e peso dos animais naquele momento,
visando seu o bem-estar, conforme preconiza
a legislacao vigente que versa sobre o uso de
animais em pesquisas.

Avaliacao macroscoépica

Os ratos foram identificados com numeracao
de 1 a 27 na calda, para controle da avaliacao
macroscopica das lesdes e realizacao dos cura-
tivos, uma vez que foram acondicionados trés
animais por gaiola para que mantivessem a socia-
lizacdo entre si, visando seu bem-estar durante a
realizacdo do estudo, conforme orientacio dos
veterinarios do biotério.

A triade de avaliacdo de feridas criada por
Dowsett e colaboradores em 2015 foi utilizada
como parametro de avaliacdo macroscdpica das
lesbes, uma vez que considera as caracteris-
ticas do leito da ferida, bordas e pele adjacente.
Ademais, uma escala Likert foi aplicada para
avaliacdo do tecido presente no leito da ferida,
exsudacdo e a presenca de crostas, conside-
rando os valores de O a 4, sendo O equivalente a
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auséncia do parametro avaliado, 1 a presenca
de 25%, 2 a presenca de 50%, 3 a presenca 75%
e 4 apresencade 100%.

Para a analise morfométrica, realizou-se a
mensuracao periédica do comprimento e largura
das lesbes com auxilio de régua descartavel
graduada em milimetros e o registro fotogra-
fico a cada troca de curativo. As imagens foram
posteriormente avaliadas através do software
ImageJ para célculo das areas. Os dados obtidos
foram registrados em planilha do Microsoft Excel
para posterior andlise dos resultados.

Avaliacao histolégica

No 7° 9° e 11° dia de tratamento, 3 ratos de
cada grupo foram selecionados e, apds proce-
dimento de sedacdo, realizou-se a coleta de
fragmentos de tecido com 1 cm de borda
integra e profundidade que alcancasse a fascia
muscular, com auxilio de bisturi n°® 22 para
confeccdo das laminas histoldgicas. Em seguida,
os animais foram eutanasiados em camara
de diéxido de carbono e suas carcacas foram
acondicionadas em sacos brancos identificados,
com posterior descarte em local apropriado apés
tratamento dos residuos.

As amostras foram coradas com hemato-
xilina e eosina (HE), além de picrosirius para
avaliacio da proliferacdo de fibroblastos,
deposicdo de colageno, neovascularizacdo e
infiltrado inflamatério com auxilio de micros-
copia Optica por uma histologista experiente e
de maneira cegada. Uma escala do tipo Likert
foi aplicada para todas as varidveis, conside-
rando os valores de 0 a 3, sendo O para ausente,
1 paraleve, 2 para moderado e 3 para intenso.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita utilizando-se
o programa Statistical Package for the Social
Sciences® (SPSS), versdo 23.0 para Microsoft
Windows. A andlise dos dados multivariados e
qualitativos foram realizados através do teste
qui-quadrado. O coeficiente de correlacao
de Pearson foi calculado para avaliacdo da
associacdo entre as varidveis comprimento e
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largura das lesbes. Para comparacao entre as
variaveis area de lesdo e grupos estudados,
além da comparacao entre as médias das areas
das feridas, foram realizados a andlise de vari-
ancia ANOVA e o teste de Tukey, ap6s verificacdo
das pressuposicoes de normalidade pelo teste
Shapiro-Wilk. O nivel de significAncia estatis-
tico adotado foi de 5%.

RESULTADOS

Na avaliacdo da atividade antioxidante
do produto desenvolvido para esta pesquisa,
os valores de DPPH, ABTS e TBARS foram
respectivamente 531,87+21,82 umol de
Trolox/mg, 1178,90+114,24 mM de Trolox/mg e
64,09+8,83%. A avaliacdo morfolégica, bem como
os outros testes para avaliar as caracteristicas
reolégicas e efetividade do produto a base de
prépolis verde permitiram seu uso na etapa de
testes in vivo. A partir do ensaio Henn’s Egg Test -
Chorioallantoic Membrane Assay (HET-CAM),
foi observada reacdo ndo irritante severa tanto
do produto desenvolvido quanto do produto
comercial utilizados neste estudo, quando em
comparacdo ao controle positivo (hidroxido de
sédio 0,1M) e controle negativo (solucéo fisiold-
gica a 0,9%). Apos estas avaliacdes, os produtos
foram considerados seguros para serem apli-
cados nas lesoes.

Os animais se recuperaram do proce-
dimento anestésico e cirdrgico de maneira
satisfatéria. Durante o experimento, ndo houve
a ocorréncia de ébito por complicacoes ines-
peradas. Como a maioria dos animais do grupo
tratamento (EP11) apresentavam suas lesbes
cicatrizadas, ndo houve prejuizo na analise dos
dados quanto optou-se por finalizar o experi-
mento nesse periodo.

A avaliacdo macroscopica das feridas
cirargicas foi realizada no pds-operatério
imediato (POI), 3° dia de pds-operatorio (PO),
5° PO, 7° PO, 9° PO e 11° PO. Por meio
dessas avaliacOes foi possivel constatar as
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seguintes caracteristicas relacionadas ao
processo cicatricial: no POI, as lesdes apre-
sentavam profundidade que alcancava a fascia
muscular (n=27); os animais apresentaram
sangramento apds a confeccdo das feridas,
contudo, foi observada hemostasia adequada
em todos eles ainda no pds-operatério imediato.
Nao foi observado sangramento nos demais dias
de realizacdo dos curativos.

Em relacdo ao tecido de granulacao,
foi possivel observar sua presenca a partir do
terceiro dia de avaliacido, em 100% dos animais
dos grupos estudados (n=27). Mesmo com as
lesdes expostas ao ambiente, o tecido vidvel
manteve suas caracteristicas de coloracio
vermelho-vivo, mas discretamente ressecado,
durante a realizacdo dos curativos.

Na avaliacdo da presenca de tecido desvi-
talizado, observou-se a formacdo de crostas
amareladas finas a partir do 3° PO em todos os
grupos. Em especial, no GCN (n=9), as crostas
recobriam todo o leito das lesdes. Foi possivel a
remocao das crostas por desbridamento mecanico,
sem intercorréncias durante o procedimento.

A partir do 7° PO houve formacao de
necrose nas lesdes dos animais dos grupos
controle negativo (n=2), tratamento (n=1) e
controle positivo (n=1). Procedeu-se com a
remocao parcial do tecido desvitalizado antes da
aplicacdo dos produtos em teste. No 9° PO, havia
necrose recobrindo 25% dos leitos das lesdes
nos trés grupos estudados: GCN (n=2), EP11
(n=1) e GCP (n=1). Jd no 11° PO, havia presenca
de necrose apenas na lesdo de um dos ratos do
grupo controle negativo (n=1).

As bordas das lesdes permaneceram regu-
lares e aderidas desde o pds-operatério imediato
até o 11° PO, em 100% dos animais dos trés
grupos. Nado houve sinais de descolamento ou
epibole durante o experimento. A regido peri-
lesdo também permaneceu integra ao longo
dos 11 dias de avaliacdo. A figura 2 mostra a
evolucdo das lesdes por grupo de tratamento
do 3°ao0 11°PO.
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Figura 2 - Aspectos macroscopicos das lesdes dos grupos controle negativo (GCN), tratamento (EP11)

e controle positivo (GCP). Brasilia-DF, Brasil, 2019.

Durante a realizacdo do experimento, ndo
foram observados sinais clinicos de infeccao nas
lesdes dos animais tratados nos trés grupos de
estudo, como presenca de exsudacio purulenta
com ou sem odor, alteracdo de coloracdo no
tecidode granulacao, sangramento, edema, sinais
clinicos sugestivos de formacao de biofilme e/ou
hiperemia com calor local em regido perilesao.

A comparacao entre os grupos EP11 e
GCP em relacdo ao placebo (GCN) mostrou
significancia estatistica para as seguintes vari-
aveis: tecido de granulacdo (p = 0,023) e tecido
de epitelizacdo (p = 0,041). N3o foi observada

significancia estatistica na comparacdo entre
os trés grupos para as variaveis definidas como
tecido desvitalizado (p = 0,67), crostas (p =0,061)
e exsudacdo (p = 0,343).

A partir do 3° PO as lesdes apresentaram
profundidade superficial nos trés grupos de
estudo (n=27). Observou-se contracdo das
lesdes a partir do terceiro dia de coleta de dados,
em todos os grupos. A avaliacdo da associacao
linear entre comprimento e largura das feridas
do 7° ao 11° PO mostrou valores positivos para
os trés grupos (Figura 3).

Figura 3 - Correlacdo entre o comprimento e largura das lesées. Brasilia-DF, Brasil, 2019.
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Em relacao as areas das lesdes no 7° 9° e
11° PO, observou-se valores de p menores que
0,05 nos trés dias de avaliacio (p = 0,00 para os
dias7e 9;p=0,03 paraodia 11). Na comparacio
entre as médias das areas das lesdes foi possivel

observar diferenca significativa entre o grupo
tratamento (EP11) e grupo controle positivo
(GCP) em relacdo ao grupo controle negativo
(GCN), visto que os valores de p também foram
menores ou iguais a 0,05 (Tabela 1).

Tabela1- Comparacdoentreasmédiasdas areasdaslesdes entre ostrés gruposestudados. Brasilia-DF,

Brasil, 2019.
Tempo dg avaliacao Tratamento
(GIED)
. GCN EP11
(SF 0,9%) GCP
o GCN EP11
(SF 0,9%) GCP
i GCN EP11
(SF 0,9%) GCP

Média das areas

F A Erro padrao p valor
0,095 0,01679 0,00
0,068 0,01679 0,03
0,108 0,01473 0,00
0,983 0,01473 0,00
0,053 0,01700 0,04
0,050 0,01700 0,05

GCN - Grupo Controle Negativo; EP11 - Grupo Tratamento (produto desenvolvido a base de extrato de prépolis a 11%);

GCP - Grupo Controle Positivo.

Ao final do experimento (11° PO), a cicatri-
zacao total ocorreu em 66,66% (n=2) das lesbes
no grupo tratamento (EP11) e 33,33% (n=1) nas
lesbes do grupo controle positivo (GCP). Neste
mesmo periodo, o grupo controle negativo (GCN)
apresentou apenas cicatrizacdo parcial em 100%
dos animais.

Na anadlise histoldgica, o grupo controle
negativo (uso da solucdo fisiolégica a 0,9%)
apresentou intensa quantidade de infiltrados
inflamatorios no 7° PO, como células mono e
polimorfonucleares. No 9° e 11° PO observou-se
a presenca de quantidade moderada desses
infiltrados no GCN. O grupo tratamento (EP11)
e controle positivo (Brava Ostomy Powder®)
apresentou moderada quantidade de infiltrados
inflamatoérios no 7° e 9° PO, com reducao dessas
células no 11° PO em ambos os grupos.

Em relacdo aos fibroblastos, observou-se
guantidade moderada para o grupo controle
negativo (GCN) nos trés dias de avaliacido e
intensa quantidade para os grupos tratamento
(EP11) e controle positivo (GCP) nos dias 7 e 9.
Houve intensa deposicdo de coldgeno nos grupos
tratamento e controle positivono 7°,9°e 11° PO,
como demonstra a Figura 4.
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Figura 4 - Presenca de fibroblastos no 7° 9° e
11° PO nos grupos controle negativo (GCN),
tratamento (EP11) e controle positivo (Brava
Ostomy Powder®). Brasilia-DF, 2019.

Fibroblastos

4
mm 7°PO

3 = 9°PO
BEa 11°PO

2_

1_

0- T T

GCN EP11 GCP

Fonte: dados da pesquisa.

Sobre a neovascularizacao, os grupos trata-
mento (EP11) e controle positivo (Brava Ostomy
Powder®) tiveram a formacio dos novos vasos
estimulada, principalmente no 7° e 9° PO.

A comparacao entre os grupos EP11 e GCP
em relacdo ao placebo (GCN) mostrou signifi-
cancia estatistica para as varidveis estudadas
na avaliacdo microscépica, como fibroblastos
(p=0,00), sintese de colageno (p=0,00) e
neovascularizacdo (p=0,01). Nao foi observada
significancia estatistica na comparacao entre os
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trés grupos para a varidvel definida como infil-
trados inflamatoérios (p=0,06).

DISCUSSAO

Os dados obtidos pela andlise da atividade
antioxidante do produto desenvolvido para este
estudo corroboram os resultados de outros
estudos. Para a utilizacdo de microparticulas
a base de proépolis, os valores de IC50 encon-
trados no estudo de Baysan, Elmas e Ko¢c em
2019 foram semelhantes aos encontrados na
presente pesquisa, variando entre 215,23+19,57
e 724,52+2,09mgg'19, A avaliacio pelos
métodos ABTS e TBARS para microparticulas
a base de proépolis verde, marrom e vermelha
também mostrou resultados semelhantes a
este estudo, que variaram de 10623,48+69,85
a 15042,12+55,56 pmol de Trolox/mg de
préopolis (método ABTS) e foi de 64,08% para
o método TBARS™Y,

O estudo da atividade antioxidante do cura-
tivo desenvolvido, bem como a andlise de outras
caracteristicas do produto e sua seguranca
biolégica testada por meio do ensaio HET-CAM
permitiram sua aplicacdo nas lesdes provocadas
cirurgicamente nos ratos.

Mesmo com o avanco tecnolégico que
envolve o tratamento de feridas, observado nos
Ultimos anos, este ainda se configura como um
desafio para os enfermeiros, dada a disponibi-
lidade de diversos produtos, sua distribuicao,
diferentes respostas dos individuos diante da
conduta estabelecida e adesdo ao tratamento.
O uso de ratos em pesquisas que visem a
avaliacdo da reparacdo cutanea se justifica,
apesar das diferencas anatdémicas, imunold-
gicas e morfoldgicas, pela similaridade das fases
de cicatrizacdo como a inflamacao, prolife-
racio e remodelacdo!?.

No presente estudo, os animais permane-
ceram com as lesdes expostas durante toda a
coleta de dados devido a dificuldade para reali-
zacao do curativo oclusivo. Optou-se por alojar
trés animais em cada gaiola para que eles socia-
lizassem entre si, mas reduzisse a possibilidade
de retirada dos produtos aplicados nas lesoes.
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Apbs a realizacdo dos curativos, as pesquisadoras
permaneceram no biotério por mais um periodo
para garantir que o produto ficaria em contato
com a lesdo o maior tempo possivel.

A manutencdo da umidade das feridas
é obtida por meio dos curativos oclusivos.
As lesdes em que ocorre o ressecamento do
leito apresentam alteracdoes na producio dos
fatores de crescimento que estimulam a angio-
génese e a epitelizacdo, levando a formacao
de tecido desvitalizado (necrose) pela hipoxia,
retardando o processo de reparacao tecidual®?.
tecido necrético encontrado em alguns animais
a partir do 7° PO pode ter ocorrido, em parte,
pela exposicao das lesdes ao ambiente.

Um estudo pré-clinico realizado em 2021
avaliou o uso de diferentes produtos para fixacdo
de curativos em camundongos, como atadura
de crepom, bandagem autoaderente, fita micro-
porosa e filme de poliuretano transparente.
Amorim e colaboradores definiram que a melhor
fixacdo foi aquela realizada com o filme de poliu-
retano transparente, aplicado sobre a cobertura
primaria, medindo 3 cm de comprimento e 15 cm
de largura (vertical x horizontal), uma vez que
proporcionou a integridade do curativo por
48 a 96 horas™¥, Sugere-se que, em estudos reali-
zados com animais futuramente, seja aplicada a
cobertura em teste ocluida com filme transpa-
rente, visando contemplar todos os principios
do curativo ideal descritos na literatura.

Em relacdo a andlise macroscépica das
feridas cirurgicas dos animais, os dados obtidos
sobre o efeito cicatrizante foram considerados
satisfatérios tanto para o grupo tratado com o
produto em poé a base de prépolis verde quanto
para o grupo em que se utilizou o Brava Ostomy
Powder®. No 11° PO foi identificado um ndmero
maior de animais com cicatrizacdo total no grupo
EP11 em relacdo ao grupo controle positivo
(GCP), demonstrando eficacia ligeiramente
maior do curativo a base de proépolis verde
neste quesito avaliado.

Coelho e colaboradores realizaram um
estudo em 2021 para comparar a taxa de cica-
trizacdo em pacientes diabéticos com ulcera
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nos pés utilizando-se biomembrana de proteina
do latex e hidrocoloide em pé. Os resultados
mostraram taxa de cicatrizacdo semelhantes
para ambos os produtos, evidenciando que nao
houve prejuizo no processo cicatricial, tanto no
grupo experimental quanto no grupo controle!*,

Neste estudo, o uso de produtos com apre-
sentacdo em pé utilizados no grupo experimental
(EP11) e no controle (GCP) ndo demonstrou
efeitos negativos significativos relacionados ao
processo de reparacao tecidual, uma vez que
foi observada apenas a formacao de crosta que
recobriu parcialmente o leito das lesdes nos dois
grupos e era de facil remocdo, o que foi feito
durante as trocas de curativo.

Em relacdo a mensuracdo das lesoes
de pele, trata-se de um paradmetro importante
de avaliacdo dos enfermeiros quanto ao poten-
cial de cicatrizacdo e a resposta ao tratamento
implementado*®. A avaliacdo das areas das
lesGes e a comparacdo entre as médias das areas
revelou o efeito satisfatorio tanto do grupo trata-
mento (EP11) quanto do grupo controle positivo
(GCP) na cicatrizacdo das feridas, uma vez
qgue houve reducado progressiva das areas ao
longo dos dias.

Cabe destacar que, independentemente do
método utilizado para a mensuracao das feridas,
é importante que os avaliadores mantenham a
técnica durante todo o processo de reparacao
tecidual, para preservar a padronizacao, objetivi-
dade e acuracia da avaliacao.

No que concerne ao tempo de cicatrizacao,
a maioria das lesoes tratadas com o produto em
pd a base de prépolis verde cicatrizou em 11 dias,
confirmando dados de outros estudos publi-
cados que utilizaram essa resina e mostraram
um tempo de cicatrizacdo total variando entre
10 e 15 dias, tempo médio em que ocorre o
realinhamento das fibras de coldgeno e maior
resisténcia do novo tecido formado (1719,

Na andlise microscépica, observou-se que
os produtos usados nos grupos EP11 e GCP
foram biocompativeis, ndo exercendo efeitos
deletérios sobre as lesdes como presenca de
reacoes inflamatdrias intensas e prolongadas.
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As reacoes inflamatdrias observadas nos grupos
tratamento e controle positivo variaram de leve
a moderada, diferente da resposta moderada a
intensa observada no grupo controle negativo,
evidenciando o efeito benéfico da utilizacdo
tanto do produto criado para este estudo quanto
do produto comercial em comparacao.

Na ocorréncia de uma solucido de continui-
dade na pele, observa-se a migracido imediata
das células polimorfonucleadas que, além de
realizar a fagocitose dos microrganismos e do
tecido desvitalizado, estimulam a liberacdo de
fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas,
que favorecem a proliferacdo e a migracdo dos
fibroblastos a partir das margens da ferida31?),
Os grupos EP11 e GCP mostraram um fluxo equi-
librado de polimorfonucleados e mononucleados
no 7° 9° e 11° PO, o que favoreceu o processo
de organizacao do tecido de granulacao e, conse-
guentemente, a cicatrizacdo das lesoes.

Outros estudos também descreveram os
efeitos anti-inflamatoérios da prépolis, como sua
capacidade de atuacdo na reducdo do edema e a
quimiotaxia de células essenciais para o processo
de reparacdo tecidual 2029,

Os resultados observados na avaliacdo da
presenca de fibroblastos, deposicdo de cola-
geno e neovascularizacao para os grupos EP11
e GCP demonstraram os efeitos benéficos dos
dois produtos testados em relacdo a reparacao
tecidual. Na fase proliferativa, os fibroblastos
produzem colageno tipo Il que, com auxilio dos
macréfagos, vao se transformar em colageno tipo
| e conferir resisténcia ao sistema tegumentar,
uma vez que sdo responsaveis pela reparacao
do tecido conjuntivo e fornecem sustentacdo as
células da epiderme, sendo tais fatores também
relevantes para a cicatrizacao de feridas agudas
ou cronicas?>29, Nesta pesquisa, foi possivel
constatar uma resposta discretamente superior
no grupo tratado com a proépolis verde, uma vez
que 66,66% dos animais deste grupo tiveram
suas feridas cicatrizadas no 11° PO.

Sdo considerados curativos ideais aqueles
gue apresentem caracteristicas como ser de facil
aplicacdo e remocao, prevencao de contaminacio

www.ufsj.edu.br/recom




Cicatrizacdo de feridas agudas tratadas com produto em pé a base de prépolis verde

da lesdo, promocao da formacao adequada do
tecidode granulacdo, entre outros. Apesar de ndo
ter sido realizada a coleta de amostras especi-
ficas para andlise da presenca de microrganismos
patdgenos, a auséncia de sinais de infeccdo nas
lesdes observada pelas pesquisadoras e os resul-
tados obtidos neste estudo permitem inferir que
o uso do produto em pé a base de prépolis verde
inibiu a proliferacdo de microrganismos que
pudessem causar um processo infeccioso nos
11 dias de avaliacao.

Os achados deste estudo possibilitam a
realizacdo de ensaios clinicos para avaliacdo da
seguranca e eficacia em seres humanos (estudos
in vivo) ou com células humanas (estudos in vitro),
como alternativa para o tratamento de feridas
agudas e/ou cronicas.

CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa experimental
evidenciaram que o uso tépico do produto formu-
lado a base de extrato hidroalcodlico de prépolis
verde, na concentracdo de 11%, interferiu de
maneira positiva no processo de cicatrizacdo das
lesdes cirurgicas induzidas nos animais, o que se
observou pela analise macroscépica e histolo-
gica das feridas.

O presente estudo possibilitou ampliar
os conhecimentos relacionados ao uso da
prépolis verde e sua participacdo no processo
de cicatrizacado de lesdes de pele. Dessa forma,
a formulacado desenvolvida nesta pesquisa pode
ser considerada um curativo potencial para o
tratamento de feridas agudas, havendo a necessi-
dade ainda de realizacdo de estudos envolvendo
seres humanos que possibilitem a indicacdo e o
uso da resina de maneira segura.

Destacamos como limitacdo deste estudo a
exposicdo do leito das lesbes cirurgicas durante
o experimento, pela impossibilidade de oclusao
com coberturas secundarias na ocasido, o que
pode ter favorecido a formacdo de crostas e
necrose em alguns animais pela manutencao
do tecido de granulacdo neoformado exposto
ao ar ambiente, provocando um ressecamento
do leito da ferida, além de permitir também
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maior exposicao aos microrganismos presentes
no ambiente e reducdo do tempo de contato
dos produtos testados com as lesdes. Assim,
torna-se necessaria a oclusdo das lesbes em
pesquisas futuras para melhor avaliacdo da
resposta aos produtos em teste e reducio dos
fatores que possam contribuir para o retardo
do processo cicatricial.
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