UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

AVALIACAO DA POMADA A BASE DE MISTURA DE MEL IN
NATURA E SOLUCAO HIDROALCOOLICA DE PROPOLIS (5%)
EM EXCIPIENTE LIPOFILICO E HIDROFILICO NO
TRATAMENTO DE FERIDAS CUTANEAS DE RATOS WISTAR

MARINA PAIVA BRANCO

Botucatu — SP
Julho de 2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

AVALIACAO DA POMADA A BASE DE MISTURA DE MEL IN
NATURA E SOLUCAO HIDROALCOOLICA DE PROPOLIS (5%)
EM EXCIPIENTE LIPOFILICO E HIDROFILICO NO
TRATAMENTO DE FERIDAS CUTANEAS DE RATOS WISTAR

MARINA PAIVA BRANCO

Dissertacdo apresentada junto ao Programa
de Po6s-Graduacdo em Biotecnologia Animal
para obtencédo do titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Ivan Felismino Charas dos Santos

Botucatu — SP
Julho de 2020



FICHL CRTATOCRAFICA ELREORADA DELA SECAC TEC. RQUIS. TEATRMENTD DA INFORM.
pIvisio TECWICA DE EIELIOTECR E DOCIMENTACREC - CEMPUS DE BOTUCATU - UNESED
BIBLIOTECARTA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDE VICENTE-CRE 8/5651

Eranco, Marina Paiwva.

Awvaliaclo da pomada & base de mistura de mel in natura
e solugdo hidroalcodlica de propolis (5%) em excipiente
lipofilico e hidrofilico no tratamento de feridas cutineas
de ratos wistar / Marina Paiva Branco. - Botucatu, 2020

Dizsertagldo (mestrado) - Universidade Estaduwal Paunlista
"Talio de Mesguita Filho", Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia

Crientador: Ivan Felismino Charas dos Santos

Capes=: 50501070

1. Ratos Wistar. Z. Fele - Ferimentos & lesfes -

Tratamento. 3. Pomadas. 4. Abelha - Produtosz. 5. Mel de
abhelha. &. Propole.

Palavras-chave: Abelha; Flavonolide=z; Pele:; Produto
naturais=s; trauma.




Nome da autora: Marina Paiva Branco

Titulo: Avaliagdo da pomada a base de mistura de mel in natura e solucao
hidroalcodlica de prépolis (5%) em excipiente lipofilico e hidrofilico no

tratamento de feridas cutaneas de ratos Wistar.

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. lvan Felismino Charas dos Santos

Orientador

Departamento de Cirurgia Veterinaria e Reproducdo Animal
FMVZ — UNESP — Botucatu

Profa. Associada Noeme Sousa Rocha
Membro

Departamento de Clinica Veterinaria
FMVZ — UNESP - Botucatu

Prof. José Manuel da Mota Cardoso

Membro

Departamento de Clinica Veterinaria

Setor de Cirurgia e Reproducéao

Faculdade de Veterinaria. Universidade Eduardo Mondlane
Maputo, Mogcambique

Data da defesa: 16 de julho de 2020.



AGRADECIMENTOS

A gratiddo é um sentimento muito nobre que nos faz reconhecer
beneficios decorrente em nossas vidas, tdo nobre que nos mostra a
necessidade de ser grato também pelas adversidades. As dificuldades da vida
sdo tdo essenciais quanto as realizacfes, pois a partir delas que podemos
aprender, crescer e evoluir.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cadigo de
Financiamento 001.

Agradeco primeiramente ao Programa de Pds-Graduagdo em
Biotecnologia Animal pela oportunidade oferecida para que eu realizasse meu
mestrado e a Universidade Estadual Paulista (Unesp), Botucatu, em especial a
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) pela 6tima estrutura e
por todo suporte que oferece aos seus alunos.

Sou grata ao meu orientador, Prof. Dr. Ivan Felismino Charas dos
Santos, pelo apoio e dedicacdo que tem comigo e com todos seus orientados,
agradecendo todo o suporte e pela oportunidade que me ofereceu durante
essa trajetoria. A minha coorientadora Profa. Titular Sheila Canevese Rahal,
por ter permitindo meu ingresso na pés-graduacéo e por ter compartilhado o
conhecimento e parcerias que agregassem ao nosso trabalho.

Agradeco a equipe do setor dos Isétopos Estaveis, Instituto de
Biociéncias (IBB), Unesp, Botucatu, em especial ao assistente de suporte
académico Evandro Tadeu da Silva, pela ajuda e orientacdo para realizacao do
piloto, e ao Prof. Dr. Vladimir Eliodoro Costa pela ajuda na interpretacdo dos
resultados.

A Profa. Associada Noeme Sousa Rocha e seus residentes
Alexandre Batazza e Felipe César da Silva Brasileiro do setor de Patologia
Veterinaria, FMVZ, Unesp, Botucatu, que ajudaram na montagem e leitura das
laminas de histopatologia.

A equipe do setor de Diagnéstico por Imagem, FMVZ, Unesp,
Botucatu, pela disponibilidade do aparelho de tomografia computadorizada, e
em especial aos pos-graduandos Michel de Campos Vettorato e Jéssica Leite

Fogaca, pela ajuda com a andlise e mensuragéo das imagens tomogréficas.



Agradeco a Profa. Regina Takahira e seus residentes, em especial
Juliana Mayumi Tonossu, setor do Laboratério Clinico, pela realizacdo dos
exames laboratoriais.

A Unidade de Pesquisa Experimental (Unipex), Faculdade de
Medicina, Unesp, Botucatu, e ao Luiz Carlos Edevalter Bardella pela ajuda na
realizacdo da tenséo cicatricial das feridas.

A profa. Associada Claudia Helena Pellizzon e ao Lucas Fernando
Sérgio Gushiken, do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, IBB,
Unesp, Botucatu, pela analise do estresse oxidativo e citocinas inflamatorias.

Agradeco ao Pedro Esteves Trindade pela realizacdo da analise
estatistica.

Sou grata aos meus familiares, em especial, minha mae Ana Cristina
Kamel, que sempre me apoiou em todas as minhas decisdes e me deu todo o
suporte para conclui-las.

Aos meus amigos, sou extremamente grata pela parceria,
companheirismo e apoio, principalmente pela ajuda na parte pratica do estudo,
em especial Gustavo Manea Ferreira, José Ivaldo de Siqueira Silva Junior,
David José de Castro Martins, Bruna Martins da Silva, Thais Hamae Sato,
Gabriella Cunha Salewski, Barbara Wagner Duarte Ferraz De Camargo e
Béarbara Di Martino Frezza.

A minha parceira de todos os momentos que me ofereceu todo
apoio, e mesmo nao precisando participar de nenhuma etapa do estudo, esteve
l& me dando suporte, Karen Kobayachi.

Agradeco as pessoas que direta ou indiretamente cruzaram meu
caminho e me incentivaram a iniciar um projeto de pesquisa. E muito bom
saber que de certa forma € possivel contribuir com a sociedade e retribuir o
conhecimento que eu obtive dentro da universidade.

Sou extremamente grata pela minha vida e pelas oportunidades
ganhadas e perdidas que me trouxeram até onde estou hoje. As experiéncias
por mim vividas foram essenciais para formar a pessoa que sou hoje, e me

sinto plenamente realizada.



SUMARIO

Paginas

RESUMO ...ttt ettt e e ettt e e e e e sttt e e e e e e s e e e e ee e e e snsbaneaaeeennnns I
N = 1S3 I 2 ¥ O PP I
CAPITULO Lottt ettt 1
1. INtroduC80 € JUSHIfICALIVA ......uuueiii e e 2
W oAV ST To o [ 11 (=T = (1 - N 4
2.1. Fases da CICANZAGAOD ..........cevveieeeiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee et 5

2.1.1. Fase inflamatoria.............ccuvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5

2.1.2. Fase de proliferagaio...........cceevvvivieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 6

2.1.3. Fase de remodelacdo ou Maturacao .........ccceeeeeeeeveevivninineeeennn. 7

2.2, ML e 8

2.3, PrOPOLIS ...ttt 9

3. RE B BNCIAS . ..t 12
CAPITULO 2 1ttt ens srens 17
Trabalho CIentifiCo L......coooiiiiiiiiiii e 18
ANEX O S . e e 48
ANEXO Lo et ae 49






BRANCO, M. P. Avaliagcdo da pomada a base de mistura de mel in natura e
solucao hidroalcodlica de prépolis (5%) em excipiente lipofilico e hidrofilico
no tratamento de feridas cutédneas de ratos Wistar. Botucatu, 2020. 60p.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia Animal — Cirurgia de Pequenos Animais)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista (UNESP).

RESUMO: O estudo teve como objetivo avaliar a acdo cicatrizante da pomada
a base da associacdo do mel in natura e solugéo hidroalcodlica de propolis
(5%) com excipiente lipofilico e hidrofilico em feridas cirdrgicas cutaneas nao
contaminadas de ratos Wistar. Foram utilizados 48 ratos Wistar higidos
machos, com 14 semanas de idade e massa corpérea entre 365 e 370 g.
Feridas de 3 cm de diametro foram realizadas na regido dorsal de todos os
animais. Os ratos foram divididos aleatoriamente em trés grupos de 16 animais,
de acordo com o tratamento: Grupo 1 - solugcdo salina (0,9%), Grupo 2 -
associacdo do mel in natura e da solugéo hidroalcoodlica de propolis (5%) em
excipiente lipofilico; Grupo 3 - associacdo do mel in natura e da solugdo
hidroalcoodlica de prépolis (5%) em excipiente hidrofilico. O tratamento foi
realizado a cada seis horas durante 14 dias. A avaliacéo clinica e morfométrica
foi realizada no sétimo (7POS) e 14° dia de pds-operatorio (14POS). Oito ratos
de cada grupo foram submetidos as biopsias excisionais das feridas apos
eutanasia no 7POS e 14POS para realizacdo da avaliagcdo tensiométrica e
histolégica. N&o foram observadas diferencas significativas na avaliacdo
macroscopica. Na avaliacdo morfométrica e intensidade e caracteristica do
infiltrado inflamatério foi verificada variacdes significativas entre os grupos ao
longo dos momentos. Histologicamente, a pomada com a associagao de mel e
solucéo hidroalcodlica de propolis a 5% em excipiente lipofilico demonstrou ter
maior efeito benéfico na cicatrizacdo. Ambas as pomadas apresentaram efeitos

antimicrobianos profilaticos.

Palavras-chave: abelha; flavonoides; pele; produtos naturais; trauma.



BRANCO, M. P. Evaluation of the mixture of honey in natura and propolis
hydroalcoholic solution (5%) ointment in a lipophilic and hydrophilic
excipient in the treatment of skin wounds in Wistar rats. Botucatu, 2020. 60p.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia Animal — Cirurgia de Pequenos Animais)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista (UNESP).

ABSTRACT: The study aimed to evaluate the wound healing effect of ointment
based on the association of honey and 5% propolis hydroalcoholic solution with
lipophilic and hydrophilic excipient in uncontaminated cutaneous surgical
wounds of Wistar rats. Forty-eight healthy male Wistar rats, 14 weeks old and
body weight between 365 and 370 g were used. Wounds with 3 cm diameter
were performed on the dorsal region of all animals. The rats were randomly
divided into three groups of 16 animals, according with treatment: Group 1 -
saline (0.9%), Group 2 - association of honey and 5% propolis hydroalcoholic
solution in lipophilic excipient; Group 3 - association of honey and 5% propolis
hydroalcoholic solution in hydrophilic excipient. The treatment was carried out
every six hours for 14 days. The clinical and morphometric evaluation was
performed on the seventh (7POS) and 14th postoperative day (14POS). Eight
rats from each group were submitted to excision biopsies of the wounds after
euthanasia at 7POS and 14POS to perform the tensiometric and histological
evaluation. There were no significant differences in the macroscopic evaluation.
In the morphometric evaluation and intensity and characteristic of the
inflammatory cells significant variations were observed between the groups over
the time-points. Histologically, the ointment with association of honey and 5%
hydroalcoholic propolis solution in lipophilic excipient has been shown to have a
greater beneficial effect on healing. Both ointments showed prophylactic

antimicrobial effects.

Keywords: bee; flavonoids; skin; natural products; trauma.



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A cicatrizacdo é um processo sistémico que se relaciona diretamente
com o estado geral do organismo, que se inicia por meio de um estimulo (ex.
trauma) e posteriormente ocorre o desencadeamento de uma cascata de
eventos celulares e moleculares (CAMPOS et al.,, 2007; OLIVEIRA e DIAS,
2012). Atualmente, varios produtos sdo estudados com o intuito de acelerar o
processo de cicatrizacdo sem interferir na qualidade do tecido cicatricial final
(OLIVEIRA e DIAS, 2012).

O mel é um produto natural e organico fornecido pelas abelhas a
partir do néctar das flores e reconhecido como um produto medicinal natural
(ESCOBAR e XAVIER, 2013). Existe uma grande diversidade referente ao seu
uso na cicatrizacao de feridas, com relatos na diminuicdo de infec¢des, edemas
e dor; efeitos benéficos no processo cicatricial, preservacdo de enxertos de
pele entre outros (SILVA et al., 2006; ESCOBAR e XAVIER, 2013).

A propolis € a mistura das secrecfes salivares das abelhas com
diferentes locais da planta (PINTO et al., 2011). Ela possui propriedades
antioxidantes, anti-inflamatoria, analgésica, entre outras (BARBOSA et al.,
2009; PINTO et al., 2011). Os flavonoides sédo substancias encontradas na
prépolis e sdo eles que conferem acdo cicatrizante, acdo antimicrobiana e
moduladora do sistema imune (BARBOSA et al., 2009).

O uso da associagcdo do mel e da propolis em feridas esta
relacionado com a aceleracdo da cicatrizacdo devido a diminuicdo da fase
inflamatoria e aumento da vascularizacao e do tecido de granulagéo no leito da
lesdo (TAKZAREE et al., 2016). Contudo, pesquisas relacionadas com a acéo
cicatrizante do mel e da prépolis, isoladas ou associadas, em feridas cutaneas
sdo menos frequentes na literatura (RAHAL et al., 2003; SANTOS et al., 2012;
TAKZAREE et al., 2016; MACIEL et al., 2020).

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a acéo
cicatrizante da pomada a base da associacdo do mel in natura e solucéo
hidroalcoolica de propolis (5%) com excipiente lipofilico e hidrofilico em feridas
cutdneas ndo contaminadas, utilizando o rato Wistar como modelo

experimental de curta duracéo.



A hipGtese é que a associacdo em ambos 0s excipientes induza
efeitos benéficos morfologicos e morfométricos em relacdo as feridas tratadas
com solucéo salina (0,9%). O estudo se justificou visto que ndo existirem até o
momento relatos da associagdo do mel in natura e solucdo hidroalcodlica de
propolis (5%) utilizando diferentes excipientes (lipofilico e hidrofilico) na
cicatrizacdo de feridas cutaneas de ratos. Por outro lado, sendo substancias de
origem natural possuem baixo custo, minimo descarte de residuos ambientais
favorecendo a sustentabilidade e auséncia de efeitos colaterais.

Os resultados do estudo poderdao ser utilizados como base para
procedimentos terapéuticos de rotina clinico-cirirgica em cées e gatos.
Paralelamente, o0 estudo torna-se inédito pelo uso da tomografia
computadorizada para avaliacdo objetiva da profundidade das feridas e pelo
uso dos isétopos estaveis na determinacdo de frequéncia de aplicacdo das
pomadas.

A presente dissertacdo gerou um trabalho cientifico intitulado
“Associacdo do mel in natura e propolis em excipiente lipofilico e hidrofilico
sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas de ratos Wistar”. Paralelamente, apos
a realizacdo dos exames laboratoriais sera publicado um segundo trabalho
cientifico intitulado “Avaliacdo do estresse oxidativo e citocinas inflamatorias
em feridas cutaneas ndo contaminadas de ratos Wistar tratadas com

associacdo do mel in natura e propolis em diferentes excipientes®.



2 REVISAO DE LITERATURA

A pele atua na protecéo do corpo contra agressfes externas, sendo
0 primeiro componente do organismo a ser submetido a impactos constantes,
tornando sua capacidade de reparo essencial para a manutencdo da vida
(OLIVEIRA e DIAS, 2012).

O sistema imune tem a funcdo de defender o organismo de
agressodes do meio externo mantendo a homeostase, e divide-se em imunidade
inata e adquirida (CRUVINEL et. al., 2010). A imunidade inata possui barreiras
fisicas, quimicas e bioldgicas, e ndo necessita de contato prévio com o agente
agressor (CRUVINEL et. al.,, 2010; OLIVEIRA e DIAS, 2012). Ela tem como
principais mecanismos a fagocitose, liberacdo de mediadores inflamatérios e
ativacdo de proteinas do sistema complemento (CRUVINEL et. al., 2010). Por
sua vez, a resposta imune adquirida depende da ativacdo de linfocitos e de
células especializadas, e suas caracteristicas incluem a especificidade,
reconhecimento de diversos receptores, resposta especializada e memoria
celular (CRUVINEL et. al., 2010).

A cicatrizacdo é um mecanismo dindmico que engloba eventos
moleculares e bioquimicos e divide-se em trés fases: inflamatoria, proliferativa
e de remodelacdo ou maturacdo (CAMPOS et al., 2007). A lesao tecidual da
inicio ao processo cicatricial, portanto é necessario que haja um estimulo inicial
que normalmente esta associado aos traumas ou lesbes (CAMPOS et al.,
2007; OLIVEIRA e DIAS, 2012). Imediatamente apds a lesdo, ocorre alteracées
nas ceélulas endoteliais devido ao rompimento dos vasos sanguineos, e em
seguida inicia-se o processo de hemostasia tecidual pela liberacdo dos
mediadores vasoativos que promovem a vasoconstricdo imediata (OLIVEIRA
e DIAS, 2012).



2.1 Fases da cicatrizacao

2.1.1. Fase inflamatoria

Apbés o trauma, a é&rea lesionada € preenchida por plasma e
elementos celulares, principalmente plaquetas, as quais constituem a base
para formacdo do coagulo, e desse modo, criando o ambiente ideal para o
inicio da organizacdo tecidual (MENDONCA e NETTO, 2009). As plaquetas
secretam fatores de crescimento, citocinas e elementos da matriz extracelular
para compor o coagulo (CAMPOS et al., 2007; MENDONCA e NETTO, 2009).
Por sua vez, o coagulo protege o organismo contra agentes exdégenos que
possam adentrar na lesdo e evita a perda de sangue e fluidos para o meio
extravascular (CAMPOS et al., 2007).

A fase inflamatéria € caracterizada por vasodilatagdo, maior fluxo
sanguineo, aumento da permeabilidade capilar, intensa migracédo celular e de
mediadores inflamatoérios na lesdo (CAMPOS et al., 2007; OLIVEIRA e DIAS,
2012). Os componentes celulares que migram para o local incluem os
leucocitos polimorfonucleares e os macrofagos derivados de mondcitos
(MENDONGCA e NETTO, 2009).

Os leucacitos polimorfonucleares atuam na fagocitose de bactérias,
corpos estranhos e de fragmentos celulares, permanecendo pouco tempo no
local, em média entre trés a cinco dias (MENDONGCA e NETTO, 2009). Além da
fagocitose, os neutrofilos sdo fonte de mediadores bioquimicos e fatores de
crescimento que preparam a ferida para a fase proliferativa (CAMPOS et al.,
2007; OLIVEIRA e DIAS, 2012).

Os mondécitos mantem-se na lesdo em resposta aos agentes
guimiotaticos, e transformam-se em macréfagos 24 a 48 horas ap6s o trauma
(CAMPOS et al., 2007; OLIVEIRA e DIAS, 2012). Entre o terceiro e quinto dia,
0os macrofagos liberam a colagenase; removem o tecido necrotico, agentes
infecciosos e fragmentos que possam impedir a cicatrizacdo; e induzem a
liberacdo de fatores de crescimento que coordenam a formacado do tecido de
granulacdo (MENDONCA e NETTO, 2009).



2.1.2 Fase de proliferagéo

A fase proliferativa inicia-se em média no quarto dia apos o trauma,
podendo durar até 15 dias (CAMPOS et al., 2007). Esta fase é responsavel
pela oclusdo da ferida, sendo caracterizada por quatro etapas fundamentais:
epitelizagéo, angiogénese, formacédo de tecido de granulacdo e deposicédo de
colageno (CAMPOS et al., 2007; OLIVEIRA e DIAS, 2012).

A epitelizacdo tem inicio horas apos a lesdo, e ocorre migracao das
células epiteliais da margem e do centro da lesdo (CAMPOS et al., 2007). As
camadas da epiderme sdo restauradas em trés dias na presenca de uma
membrana basal intacta, porém se estiver lesionada, as células epiteliais das
bordas da ferida se proliferam na tentativa de restabelecer a barreira protetora
afetando, desse modo, o tempo de cicatrizacdo (CAMPOS et al., 2007).

A angiogénese ocorre em resposta a lesdo tecidual na matriz
extracelular, sendo estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
secretada principalmente pelos macréfagos (MENDONCA e NETTO, 2009).
Numa primeira fase, ocorre 0 aumento da permeabilidade vascular devido a
migracao e mitose das células endoteliais (CAMPOS et al., 2007; MENDONCA
e NETTO, 2009). Os componentes da matriz extracelular sdo organizados para
gue ocorra a migracdo de células endoteliais e formacao de novos capilares,
contudo dependem da presenca das citocinas (CAMPOS et al., 2007). Por
outro lado, a angiogénese pode ser estimulada pela baixa tensado de oxigénio,
elevados niveis de acido latico e aminas bioativas (CAMPOS et al., 2007;
MENDONCA e NETTO, 2009). Além disso, atua como reservatorio e
modulador da liberagéo de fatores de crescimento, como o fator de crescimento
de fibroblastos 2 (FGF2), produzido pelos macréfagos, e o fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) (OLIVEIRA e DIAS, 2012).

A formacédo de novos vasos sanguineos é o estimulo para iniciar a
formacdo do tecido de granulacdo, que é caracterizado pela presenca de
fibroblastos e de células endoteliais (CAMPOS et al.,, 2007; MENDONCA e
NETTO, 2009). Dentre os componentes presentes na membrana basal
endotelial e no tecido de granulacdo estdo a fibronectina e o colageno
(MENDONCA e NETTO, 2009). O fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) atua na proliferagé@o e na ativagéo dos fibroblastos (OLIVEIRA e DIAS,

2012), e o TGF-B estimula os fibroblastos a produzirem colageno tipo | e sua



transformacdo em miofibroblastos, que promovem a contragcdo da ferida
(MENDONCA e NETTO, 2009).

2.1.3. Fase de remodelagédo ou maturacéo

A fase de remodelacdo ou maturacdo € caracterizada pela
deposicado de colageno que inicialmente € formada por colageno fino, e mais
tarde € substituido por coldgeno mais espesso (CAMPOS et al., 2007). Esta
fase tem duracdo de meses, e nela ocorre o aumento da forgca de tenséo e a
diminuicdo do tamanho da cicatriz (OLIVEIRA e DIAS, 2012). A forca ténsil néo
€ totalmente restituida, podendo atingir em média 80% da forca tensil inicial
apos trés meses da lesdo (CAMPOS et al.,, 2007). Paralelamente, 12 meses
apo6s é identificado um coldgeno menos organizado em relagdo a pele integra
(CAMPOS et al., 2007).

Durante o processo de remodelacdo ocorre a apoptose e remocao
das células endoteliais e dos fibroblastos determinando a maturacao cicatricial
(CAMPOS et al., 2007; MENDONCA e NETTO, 2009). Contudo, se houver
grande quantidade de células na lesdo formar-se-a os queloides (MENDONCA
e NETTO, 2009). Paralelamente, a diminui¢do celular estimula o aumento da
producado de colageno do tipo I, e desse modo aumenta a agregacéao das fibras
de colageno (OLIVEIRA e DIAS, 2012).

As fibras colagenas tornam-se cada vez mais espessas devido as
forcas mecéanicas que o tecido sofre durante a cicatrizacdo, sendo que apés a
maturacdo do colageno a lesdo se torna mais resistente formando o tecido
cicatricial final (CAMPOS et al., 2007; OLIVEIRA e DIAS, 2012).

O mel e a propolis tem sido cada vez mais pesquisadas devido as
suas propriedades cicatrizantes e efeitos colaterais minimos (PONTE, 2003;
ROCHA e REIS, 2005). O objetivo final é formar uma cicatriz esteticamente
viavel e em menor tempo, de forma a evitar-se complicagbes como as
contaminacdes e infeccbes (ROCHA e REIS, 2005; MORSCHBACHER et al.,
2011).



2.2. Mel

O mel é uma substancia produzida pelas abelhas meliferas e
constituido por varios acucares e com alto valor nutricional (ESCOBAR e
XAVIER, 2013). De entre as suas propriedades cicatrizantes se destacam o
aumento da producédo de subprodutos oriundos do oxido nitrico, estimulando a
vasodilatacao, crescimento tecidual e epitelizacao; reducao da inflamacao e da
formacao de exsudato; debridamento natural; estimulacdo da angiogénese e
aumento da sintese de tecido de granulagcdo (BURLANDO e CORNARA, 2013
ESCOBAR e XAVIER, 2013; ARISTIZABAL et al., 2016). Outras propriedades
incluem: diminuicdo dos niveis de prostaglandina, reducdo da formacdo de
queloide (MARTINOTTI e RANZATO, 2008; BURLANDO e CORNARA, 2013;
ESCOBAR e XAVIER, 2013).

A presenca do peroxido de hidrogénio e alta concentracdo de acucar
no mel gera uma alta osmolaridade e pH baixo no leito da ferida, impedindo o
desenvolvimento de microrganismos (ARISTIZABAL et al., 2016; TAKZAREE et
al., 2016). Por outro lado, o perdxido de hidrogénio, com seu efeito semelhante
a insulina e fator oxidante, estimula a proliferacdo celular e a angiogénese, e
induz um efeito antioxidante fisiolégico (KHAN et al., 2014; COOKE et al.,
2015).

Oryan et al. (2016) realizaram uma revisao sisteméatica que analisou
as propriedades biolégicas e atividade terapéutica do mel na cicatrizacéo.
Segundo os autores, 0s mecanismos de acdo do mel no processo cicatricial
foram associados com a presenca do peroxido de hidrogénio, fatores nao
perdxidos, 6xido nitrico e fendis.

Em estudo realizado por Santos et al. (2012), o mel foi comparado
com o aclUcar mascavo na cicatrizacdo de feridas cutaneas induzidas em
cobaias durante 21 dias. Nao foram observadas diferencas significativas
microscopicas entre os tratamentos no sétimo, 14° e 21° dia apds a inducéo
das feridas, porém foi observado que as feridas tratadas com mel cicatrizaram
mais rapido em relacdo as tratadas com o agucar mascavo.

A aplicacéo clinica do mel foi relatada em cdes com ferida lacerativa
e com queimaduras. Santos et al. (2011), utilizaram o mel in natura em ferida

lacero contusa na regido metatarsica medial esquerda de aproximadamente 14



cm de extensdo, em cdo adulto. O mel foi aplicado a cada 48 horas e apos
nove aplicacdes foi observado a cicatrizacdo da ferida. Por sua vez, Aristizabal
et al. (2016) utilizaram o mel organico no tratamento de queimadura de terceiro
grau em cdo adulto apo6s o debridamento do tecido necrosado e
antibioticoterapia. O tratamento foi realizado sob a forma pura do mel a cada 12
horas, e ap6s 15 dias foi observado uma evolucéo significativa do processo de

cicatrizacao.

2.3. Propolis

A prépolis € uma substancia resinosa produzida nas glandulas
salivares das abelhas da espécie Apis mellifera por meio do exsudato de
diferentes partes das plantas (ex. brotos de arvores, ramos, flores e folhas) e
pélen (FUNARI e FERRO, 2006; PEREIRA FILHO et al., 2012; PAIXAO et al.,
2014). No final do século XIX, a propolis ja era considerada uma alternativa
eficaz no tratamento de ferimentos cutadneos (PEREIRA FILHO et al., 2012). A
sua capacidade em acelerar a cicatrizacao de feridas, inclusive em modelos
animais que mimetizam as feridas diabéticas, jA foram comprovadas na
literatura (McLENNAN et al., 2008; GARRAUD et al., 2017; PASUPULETI et al.,
2017; ORYAN et al., 2018).

Sua composicdo quimica é diversa e complexa, e esta associada
com a fitogeografia da regido onde a prépolis € adquirida (BURIOL et al., 2009;
CABRAL et al., 2009), desse modo é considerada uma mistura heterogénea
quando comparada as outras fontes naturais (BEZERRA et al., 2013).

Mais de 300 constituintes quimicos foram identificados em amostras
de propolis que incluiram: acidos fendlicos, flavonoides, ésteres, diterpenos,
sesquiterpenos, lignanas, aldeidos aromaéticos, alcoois, aminoacidos, acidos
graxos, terpenos, vitaminas e minerais. Contudo, a acdo antibacteriana,
antiviral, antioxidante, vasodilatadora, cicatrizante, imunomoduladora, anti-
inflamatoria e analgésica sdo atribuidas aos flavonoides, acidos fendlicos e
compostos aromaticos (PEREIRA FILHO et al., 2012; PAIXAO et al., 2014;
PEREIRA e BARTOLO, 2016; GARRAUD et al., 2017; ORYAN et al., 2018).
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As propriedades cicatrizantes da propolis incluem a diminuicdo de
células inflamatorias polimorfonucleares e da area fibrovascular; a reducao de
radicais livres associadas a presenca de flavonoides; e o aumento da
quantidade de colagenos tipo | e Il (PEREIRA e BARTOLO, 2016;
PASUPULETI et al.,, 2017; ORYAN et al., 2018). Outras propriedades estao
associadas a regeneracdo e granulacdo dos tecidos (MOURA et al., 2011;
PINTO et al., 2011).

Rocha e Reis (2005) realizaram um estudo experimental
comparando a acao de glicosaminoglicanos e da propolis em forma de pomada
na cicatrizacdo de feridas cirargicas em ratos albinos. Efeitos deletérios da
pomada de proépolis incluiu o atraso dos processos de cicatrizacdo pela menor
quantidade de vasos sanguineos e colageno, e foram observados aos quatro,
sete e 10 dias de tratamento. Posteriormente, a eficacia de diferentes
concentracfes do extrato etanoico da prépolis na cicatrizacdo de feridas foi
pesquisada por diferentes autores. lyyam Pillai et al. (2010) demonstraram que
0 extrato etanoico da prépolis indiana (16,5%) induziu significamente maior
contracdo das feridas excisionais de pele de ratos Wistar ap6s 14 dias de
tratamento e efeito antimicrobiano. O efeito cicatrizante foi associado ao seu
potencial angiogénico e mitogénico, e o efeito antimicrobiano aos flavonoides,
acidos fendlicos, terpenos, &cidos benzoicos, aminoacidos e vitaminas
presentes na propolis indiana.

Rocha et al. (2012) compararam os efeitos cicatrizantes e anti-
inflamatorios entre o extrato etanoico da prépolis (30%) e a dexametasona
(0,1%) em feridas induzidas cirurgicamente na mucosa oral de hamsters. Ao
sétimo dia de tratamento foi verificado que as areas das feridas tratadas com a
prépolis foram significamente menores com relacdo aos restantes grupos.
Histologicamente, o extrato etanoico diminuiu significamente a inflamacéo e
induziu a epitelizacéo e formacao de tecido de granulacdo. Por sua vez, Batista
et al. (2015) observaram que a solugéo hidroalcoolica de propolis (5%) foi mais
efetiva na oclusdo de feridas cutdneas nédo contaminadas de camundongo

quando comparadas com a solu¢éo hidroalcodlica de prépolis a 10%.
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Na metanalise realizada por Oryan et al. (2018), por meio de buscas
na base de dados do PubMed, ScienceDirect e Cochrane Library, entre janeiro
de 2000 a outubro de 2017, concluiu-se que a propolis reduziu a formacédo de
biofilme bacteriano, resultando em uma rapida cicatrizacdo. Os mesmos
autores observaram que a escassez de informacao no que diz respeito a dose,
efeitos colaterais e efetividade clinica da propolis em feridas faz com que a sua
eficacia seja variavel.

Estudo comparando o efeito cicatrizante do mel e da prépolis foi
realizado por Rahal et al. (2003) em ratos Wistar. Os autores identificaram pela
avaliacao histolégica que nas feridas cutaneas tratadas com a pomada de
prépolis ocorreu uma diminui¢do significativa das células inflamatorias e uma
reepitelizacdo mais rapida quando comparada com as feridas tratadas com o
mel. Por sua vez, Takzaree et al. (2016) verificaram a acao sinérgica do mel e
de solucéo hidroalcodlica de propolis (10%) na cicatrizacdo de feridas cutaneas
em ratos. Maciel et al. (2020) observaram em seu estudo que a mistura de mel
e solucao hidroalcodlica de propolis (5%) foi mais efetiva na diminuicdo da area
e aumento da contracao de feridas de pele de ratos Wistar comparando com a
laserterapia de baixa intensidade isolada ou associada ao mel, solucdo

hidroalcodlica de prépolis (5%) ou a mistura de ambos.
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TRABALHO CIENTIFICO 1

Artigo cientifico a ser enviado para a Acta Medica Iranica.
Normas: http://acta.tums.ac.ir/index.php/acta/author_Guidelines

O presente trabalho cientifico seré traduzido para a lingua inglesa para submissédo. O
corpo do texto foi formatado de acordo com as normas de submisséo da revista, com

excecao das figuras e legendas que estdo inseridas no texto para facilitar a leitura.

ASSOCIACAO DO MEL IN NATURA E PROPOLIS EM EXCIPIENTE
LIPOFILICO OU HIDROFILICO NA CICATRIZACAO DE FERIDAS

CUTANEAS DE RATOS WISTAR

Resumo

O estudo teve como objetivo avaliar a agéo cicatrizante da associacdo do mel in natura
e solucdo hidroalcodlica de prépolis (5%) em excipiente lipofilico ou hidrofilico em
feridas cirurgicas cutaneas ndo contaminadas, utilizando o rato Wistar como modelo
experimental de curta duragdo. Foram utilizados 48 ratos Wistar higidos machos, com
14 semanas de idade e massa corpdrea entre 365 e 370 g. Feridas de 3 cm de diametro
foram realizadas na regido dorsal de todos os animais, e os ratos foram divididos
aleatoriamente em trés grupos de 16 animais, de acordo com o tratamento: Grupo 1 -
solugdo salina (0,9%), Grupo 2 - associacdo do mel in natura e da solugédo
hidroalcodlica de propolis (5%) em excipiente lipofilico; Grupo 3 - associacdo do mel in
natura e da solucdo hidroalcodlica de prépolis (5%) em excipiente hidrofilico. O
tratamento foi realizado a cada seis horas durante 14 dias. A avaliagdo macroscopica foi
realizada no terceiro (3POS), setimo (7POS), 10° (10POS) e 14° dia de pos-operatorio
(14P0OS). A avaliagdo morfometrica, tensiométrica e histologica das feridas foram

realizadas no 7POS e 14POS. N&o foram observadas diferencas significativas na
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avaliacdo macroscopica. Na avaliagdo morfométrica e histologica foi verificada
variacdes significativas entre os grupos ao longo dos momentos. Histologicamente, a
associacdo de mel in natura e solucdo hidroalcoodlica de préopolis (5%) em excipiente

lipofilico demonstrou ter maior efeito benéfico na cicatrizacdo das feridas cutaneas.

Palavras-chave: abelha; flavonoides; pele; produtos naturais; trauma.

Introducéo

A cicatrizacdo é um processo sisttmico e dinamico que envolve uma cascata de
eventos celulares e moleculares que tem como objetivo reestabelecer a hemostasia,
substituir o tecido lesionado por tecido conjuntivo, e a reconstituicdo tecidual (1-2).
Varios protocolos terapéuticos sdo usados no tratamento de feridas com o objetivo de
acelerar o processo cicatricial diminuindo o tempo de oclusdo e melhoria na qualidade
do tecido cicatricial final (2). Os produtos naturais sao cada vez mais pesquisados como
alternativa na cicatrizacdo de feridas, visto que os seus efeitos colaterais e o descarte de
residuos ambientais sdo minimos ou estdo ausentes (3).

O mel é produzido pelas abelhas meliferas a partir do néctar das flores, sendo
constituido por varios acucares e peroxido de hidrogénio (4). As suas propriedades
cicatrizantes incluem a producéo de subprodutos oriundos do éxido nitrico, induzindo a
vasodilatagdo, estimulando o crescimento tecidual e epitelizacdo; a reducdo da
inflamacdo e da formacdo de exsudato; o debridamento natural; e a estimulagdo da
angiogénese e aumento da sintese de tecido de granulacdo (4-6). Por sua vez, a propolis
é uma substancia resinosa produzida nas glandulas salivares das abelhas da espécie Apis

mellifera por meio do exsudato das diferentes partes das plantas e poélen (7-8). A sua
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composicdo quimica € diversa e considerada uma mistura heterogénea quando
comparada as outras fontes naturais, estando associada com a fitogeografia da prépolis
(9-112).

Mais de 300 constituintes quimicos foram identificados em amostras de propolis,
porém a acdo antibacteriana, antiviral, antioxidante, vasodilatadora, cicatrizante,
imunomoduladora, anti-inflamatdria e analgésica séo atribuidas aos flavonoides, acidos
fenolicos e aos compostos aromaticos (7-8,12-14). As propriedades cicatrizantes da
prépolis incluem a reducdo da inflamacdo e da area fibrovascular; aumento da
quantidade de colagenos tipo | e 11; inducdo da reepitelizacdo e estimulacdo da migragédo
de queratindcitos (12,14-16).

O uso da associacdao do mel e da prépolis em feridas esta relacionado com a
aceleracdo da cicatrizacdo devido a diminuicdo da fase inflamatoria e aumento da
vascularizacdo e do tecido de granulacdo no leito da lesdo (17). Contudo, pesquisas
relacionadas com a acdo cicatrizante do mel e da propolis, isoladas ou associadas em
feridas cuténeas sdo menos frequentes na literatura (17-19).

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a acdo cicatrizante
da associacdo do mel in natura e solugdo hidroalcodlica de propolis (5%) em excipiente
lipofilico e hidrofilico em feridas cutdneas ndo contaminadas induzidas cirurgicamente,
utilizando o rato Wistar como modelo experimental de curta duracdo. A hipdtese € que
essa associacdo em ambos 0s excipientes induza efeitos benéficos morfométricos,
tensiométricos e histologicos em relacéo as feridas tratadas com solucéo salina (0,9%).
Os resultados do presente estudo poderdo ser utilizados como base para 0 uso em

procedimentos terapéuticos na rotina clinico-cirargica em cées e gatos.
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Material e métodos

Animais e ambiente de experimentacao

A metodologia adotada no presente trabalho foi analisada e aprovada pela
Comisséo de Etica de Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista (Unesp) — Botucatu, Sdo Paulo
(SP) (CEUA — n° 0177/2018). O estudo foi realizado na localizacdo geografica GPS: -
22.890137, -48.497053.

Foram utilizados 48 ratos machos higidos, espécie Rattus novergicus, linhagem
Wistar, com 14 semanas de idade e massa corporea entre 365 e 370 g. Os ratos foram
adquiridos no Biotério Central, Unesp, Botucatu, SP, Brasil, sendo previamente
submetidos aos protocolos de higidez determinados pelo biotério. Todos os animais
foram tratados com ivermectina (1%) (lvomec®, Merial Satide Animal, SP, Brasil) na
quantidade de 0,1 mL diluida em 100 mL de agua potavel em bebedouro individual, a
cada sete dias, durante 14 dias, antes de serem encaminhados para o local de
experimentacao.

O periodo de adaptacdo ao ambiente experimental foi de sete dias, e os ratos
foram alocados individualmente em caixas de acrilico e receberam racdo comercial para
ratos (Presence®, Purina) e agua ad libitum. As caixas foram higienizadas com é&gua e
sabdo a cada 48 horas. O ambiente manteve-se com umidade (30 — 40%) e temperatura

(22° C) controlada e constante, e o ciclo de luz foi de 12 horas claro/escuro.
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Aquisicédo do mel

O mel in natura foi adquirido do setor de apicultura da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (Unesp, Botucatu, SP, Brasil) (GPS: -22.8448301; -
48.4309161). O mel de origem boténica silvestre teve na sua composicao diferentes
substancias (Tabela 1), vitaminas, aminoacidos, proteinas e perdxido de hidrogénio, e o

pH variou entre 3,78 a 4,68.

Tabela 1. Composicdo do mel in natura.

Componentes Quantidade
Frutose (%) 27,30 - 44,30
Glicose (%) 22,00 — 40,80
Maltose (%) 2,70 — 16,00
Sacarose (%) 1,50 - 3,00
Cinzas (%) 0,07 - 0,51
Célcio (mg/kg) 40,72 - 171,55
Enxofre (mg/kg) 29,11 -172,73
Faosforo (mg/kg) 33,40 - 144,89
Magnésio (mg/kg) 15,91 - 68,09
Potassio (mg/kg) 293,15 - 1403,69
Sodio (mg/kg) 4,46 - 39,63
Cobre (mg/kg) 0,0161 - 0,0234
Ferro (mg/kg) 1,76 - 20,63
Zinco (mg/kg) 0,65 -5,75

Preparacdo da solucdo hidroalcoodlica de prépolis (5%)

A propolis na sua forma bruta foi adquirida do mesmo local do mel no més de
mar¢o, sendo proveniente de Laranjais. Na sua composi¢do incluiu o extrato seco
(>11%), compostos fendlicos (>0,5%), flavonoides (>0,25%), di e triterpenos e 06leos
essenciais, e sua atividade antioxidante foi menor que 22 segundos (20-22).

A preparacdo da solucdo hidroalcoolica (5%) foi de acordo com a literatura
(19,23). Para tal, foram usadas 30 g de raspado da prépolis na sua forma bruta e
misturada com 100 mL de alcool etilico (70%). A mistura permaneceu em descanso

durante 24 horas, e posteriormente foi filtrada com papel filtro n® 103 formando o
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extrato etanoico de propolis. Esse extrato foi diluido utilizando agua de osmose reversa
na proporcdo 0,5 mL de extrato etanoico com 9,5 mL de agua formando a solucéo

hidroalcodlica de prépolis (5%).

Preparacdo da associacdo do mel in natura com a solucéo hidroalcodlica de propolis
(5%) em excipientes lipofilico e hidrofilico

Para a associacdo do mel e da propolis foi realizado a mistura de 10 g do mel
com 2 mL da solucdo hidroalcodlica de propolis (5%). Posteriormente, manipulou-se
50% da mistura com 50% do excipiente lipofilico ou hidrofilico, seguindo o padréo de
proporcdo (1:1). O excipiente lipofilico foi formado pela lanolina (30%) e vaselina
solida (70%); e o excipiente hidrofilico pelo alcool estearilico (25%), vaselina branca
(25%), propilenoglicol (12%), lauril sulfato de sodio (1%) e agua (100%). As misturas
com ambos os excipientes foram colocadas em frascos estéreis e mantidas refrigeradas a
10° C durante todo o periodo do estudo (Figura 1A e 1B). Paralelamente, foi realizado o
exame microbioldgico das misturas com os excipientes, no qual foi negativo para a

presenca de microrganismos.
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Figura 1. A - Mistura de mel in
natura e solugdo hidroalcodlica de
propolis (5%) em excipiente
lipofilico e hidrofilico (B).
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Procedimento experimental

Todos os animais foram submetidos ao protocolo anestésico com associacéo de
xilazina 2% (Anasedan injetavel 10 mL®, Ceva Laboratorio, SP, Brasil) (10 mg/kg) e
cloridrato de cetamina 1% (Dopalen®, Ceva Laboratdrio, SP, Brasil) (75 mg/kg), por via
intraperitoneal. Posteriormente, foi realizada uma tricotomia desde a regido atlanto-
occipital até a base da cauda e antissepsia com clorexidina 2% (Riohex 2%®,
Rioguimica, SP, Brasil). Feridas de 3 cm de didmetro foram realizadas com auxilio de
um “punch” metalico no terco médio entre a distancia da regido atlanto-occipital e base
da cauda. A pele e a gordura subcutdnea foram removidas com auxilio de tesoura
Metzembaum e pinca anatémica estéreis preservando a fascia muscular. As feridas
foram confeccionadas sempre pela mesma pessoa e devidamente paramentada.

Os ratos foram divididos aleatoriamente, usando o programa Randomizer®
(versdo 2018), em trés grupos de 16 animais, de acordo com o tratamento: Grupo 1 (G1)
- solucdo salina (0,9%), Grupo 2 (G2) - associacdo do mel in natura e solugdo
hidroalcodlica de propolis (5%) em excipiente lipofilico; Grupo 3 (G3) - associacao do
mel in natura e solucédo hidroalcodlica de prépolis (5%) em excipiente hidrofilico.

A periodicidade de aplicacdo da pomada foi determinada de acordo com analises
isotopicas que tiveram como objetivo avaliar a absorcdo das pomadas na ferida. O
método utilizado foi o de analise do valor isotopico de carbono, demonstrado pelo delta

(6 **C ) e calculado pela féormula:

Ramostra - Rpadrio
Rpadric

S¥c = ( )x 1000 %%q

iz

i3 i3
Ramostra = Ei Rpadrio = —:: = 0,01172
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As coletas das amostras da ferida apds a aplicacdo das misturas foram realizadas
em diferentes momentos: imediatamente apos aplicacdo; a cada hora durante oito horas;
e 22, 48 e 72 horas ap0s a aplicacdo. A analise demonstrou que nos primeiros 300
minutos ocorreu uma oscilacdo entre os valores isotopicos de carbono entre -22,0 %o ¢ -
26,0 %o e a partir desse momento o valor se estabilizou em torno de -22,0 %o, e desse
modo foi determinado aplicacdo das misturas a cada seis horas.

O tratamento de todos os grupos se iniciou logo apds a confeccdo das feridas e
foi realizado a cada seis horas: 6:00, 12:00, 18:00 e 00:00 horas, durante 14 dias,
precedido pela limpeza das feridas superficialmente com gaze estéril umedecida em
solucdo salina (0,9%) sem a remocdo da crosta.

Nas feridas do G1, a solucdo salina (0,9%) foi aplicada na quantidade de 0,1 mL
por meio de uma seringa de 1 mL estéril. As feridas do G2 e G3 foram submetidas ao
tratamento com 0,1 g da associagdo do mel in natura e solucdo hidroalcodlica de
prépolis (5%) em excipiente lipofilico e hidrofilico, respectivamente, utilizando uma
espatula de madeira estéril.

A ingestdo de alimento e dgua, e observacdo do estado geral dos animais foi
realizada a cada 12 horas. As feridas permaneceram sem curativo durante todo o
periodo de estudo e ndo foi administrado nenhum antibiético, anti-inflamatério ou
analgesico.

Oito ratos de cada grupo foram selecionados aleatoriamente e submetidos as
biopsias excisionais das feridas apds eutanasia com tiopental sodico (Thiopentax®,
Cristalia laboratdrios, SP, Brasil) (120 mg/kg) associado com lidocaina 2% sem
vasoconstritor (Xilocaina®, Hipolabor, SP, Brasil) (7 mg/kg), por via intraperitoneal. A
eutanasia foi realizada em dois momentos distintos: sete (7POS) e 14 dias ap6s inicio

dos tratamentos (14POS). As feridas foram excisadas com margem de no minimo 2 cm
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de pele integra em torno da leséo, e em profundidade até a fascia muscular. Do total do
diametro da ferida, 50% foram utilizados para avaliacdo histologica e 50% para

avaliacdo da tensdo cicatricial da ferida.

Avaliacéo clinica

As variaveis avaliadas incluiram a massa corporea (MC), temperatura corpérea
(TC) e os parametros macroscopicos. A MC foi mensurada 24 horas antes da inducao
das feridas cutaneas (24hPRE), 7POS e 14POS utilizando-se uma balanca digital de
bancada com divisdo de 2 g a 6,0 kg (Toledo Prix3 FIT®, Toledo Brasil, SP, Brasil). A
TC foi aferida por meio de um termémetro digital (MC-246-BRV®, Omron, SP, Brasil),
cinco minutos antes da inducdo das feridas e a cada 24 horas durante 14 dias.

As feridas foram avaliadas macroscopicamente pela presenca ou auséncia de
crosta, pus e tecido de granulacdo. Para a analise estatistica as varaveis crosta e tecido
de granulacdo foram classificadas com um escore semi-quantitativo de acordo com a
intensidade em leve (grau 1), moderada (grau 2) e intensa (grau 3). A variavel pus foi
classificado como ausente e presente. Os momentos avaliados foram: terceiro dia ap6s o
inicio dos tratamentos (3POS), 7POS, 10° dia (10POS) e 14POS.

“Swabs ” estéreis das feridas de todos os grupos foram coletados no 3POS e no

7POS e enviados para realizacdo de exames microbiologicos.

Avaliacdo morfométrica
Os pardmetros avaliados na mensuracgéo das feridas incluiram a area, contracéo e
profundidade, e seus valores foram determinados em dois momentos distintos: 7POS e

14POS. Todos os animais tiveram suas feridas fotografadas por camera digital (Canon®
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PowerShot sx160 is, Canon do Brasil Inddstria e Comércio, Sdo Paulo, Brasil) e o
software Image J® foi usado para mensurar a area das feridas.

O grau de contracao foi realizado de acordo com a formula:

(area inicial — area do dia da medida) / area inicial x 100

As mensuracdes das profundidades das feridas foram realizadas por meio de
exames tomogréaficos apds a eutanasia. Para tal, foi usado um tomografo helicoidal
modelo SCT 7800 de 1 canal (Shimadzu®, Shimadzu Brasil, S&o Paulo, Brasil), e os
fatores de exposicdo utilizados foram de 120 kV e 80 mA. Para realizacdo do exame, 0s
ratos foram fixados na calha de espuma em decubito ventral. Em seguida, foram obtidas
seccOes transversais com 2 mm de espessura e de incremento (FOV 10 cm). A
reconstrucdo das imagens foi realizada pela Reformatacdo Multi-planar (MPR) e, em
seguida, o software Synapse Pacs® (Program System, Fujifilm, Téquio, Japdo) foi
utilizado para mensurar a profundidade da lesdo pelo didmetro dorsoventral obtido no

corte transversal (Figura 2).

Figura 2. Determinacéo da
profundidade da ferida pelo diametro
dorsoventral obtido no  corte
tomografico transversal.
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Avaliacao tensiométrica

A avaliacdo da forca tensil méxima ou forca de ruptura (FTM) e da deformidade
méaxima (DM) foi realizada nos seguintes momentos: 7POS e 14POS. Apds as
eutanasias, amostras teciduais retangulares contendo a ferida e com pelo menos 2 cm de
tecido sem a lesdo em cada extremidade foram envolvidas em gaze estéril embebida em
solucdo salina (0,9%) e imediatamente foram submetidos a avaliagcdo tensiométrica.

As amostras foram fixadas numa maquina de teste mecénico universal (EMiC®,
Instron Brasil Equipamentos Cientificos Ltda, S&o José dos Pinhais, Parand) por meio
de prensas, a uma distancia de 1,0 cm de cada lado da extremidade da amostra,
deixando uma area livre de 1,0 cm da ferida (Figura 3). O ensaio foi realizado no
sentido vertical, onde a por¢édo inferior do equipamento era imével e a por¢do superior
movel. Foi usada uma velocidade de tracdo constante de 20 mm/segundo e célula de
carga na faixa de 1 a 50 N com uma resolucéo de leitura 0,01 N, e os valores da FTM e

DM foram avaliados no software Mtest®.

Figura 3. Teste tensiométrico
(EMiC®, Instron Brasil
Equipamentos Cientificos Ltda,
S&o José dos Pinhais, Parana).
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Avaliacdo histoldgica

Os espécimes foram colocados em frascos de formaldeido 10% tamponado por
24 horas e, posteriormente mantidas em alcool 70% até a inclusdo em parafina. Cortes
de 5 um foram obtidos nas amostras, e os fragmentos foram corados pelos métodos de
hematoxilina-eosina (H&E) para avaliacdo geral do tecido. As laminas foram
observadas no microscopio 6tico (Zeiss®, Axio Lab A 1, Alemanha), com objetivas de
10x e 40x, sendo que 10 areas foram observadas e avaliadas, e as imagens foram
registradas por fotomicrografia utilizando o programa analisador de imagem (Axio
Vision Rel4.8).

Para a analise estatistica as vardveis que incluiram o infiltrado celular
inflamatdrio (intensidade e caracteristica celular), a vascularizacdo e os fibroblastos
foram classificadas com um escore semi-quantitativo de acordo com a quantidade em
leve (grau 1), moderada (grau 2) e intensa (grau 3). Quanto a distingdo das camadas

superficial e profunda da derme, classificou-se como ausente ou presente.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software R no ambiente de
desenvolvimento integrado RStudio (Version 1.0.143 — © 2009-2016, RStudio, Inc.).
Para andlise estatistica dos dados macroscopicos em cada um dos grupos foi empregada
a analise de variancia (ANOVA) para amostras repetidas, com contrastes pelo método
de Tukey e teste de Kolmogorov-Smirnov. Para avaliagdo entre momentos foi usado
teste de Friedman (fungdo “friedman.test” do pacote “stats”) para as variaveis que nao
obedeceram as caracteristicas da normalidade. Para que 0s empates no ranking

estabelecido pelo teste de Friedman ndo influenciassem nos resultados, o valor de
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probabilidade de rejeicdo da hipotese nula foi corrigido com o procedimento de taxa de
descoberta falsa (fungdo “pairwiseSignTest” do pacote “rcompanion”).

Para comparacdo entre 0s grupos, em cada momento avaliado, empregou-se a
analise de variancia para amostras independentes (ANOVA One way) para dados
normais, e teste de Kruskal-Wallis (fung¢ao “kruskal” do pacote “agricolae”) para
varidveis fora das condicbes da normalidade. Diferencas foram consideradas
significativas com p < 0,05. Com relacéo aos dados histoldgicos empregaram-se os teste
qui-quadrado e teste exato de Fisher. Diferencas foram consideradas significativas com

p < 0,05.

Resultados

Avaliacdo clinica

As feridas do grupo G2 apresentaram crosta fina e aspecto seco ao contrario do
G3. Ndo foi observado variacdo estatistica da MC e da TC entre 0s grupos e momentos
avaliados. A MC variou entre 365,0 e 394,5 g (379,8 £32g)ea TC entre 36,1 ¢ 39,1°C
(36,7 £ 0,5° C) mantendo-se dentro dos padrbes de referéncia da espécie.

Durante o estudo néo foi verificado 6Obito, autotraumatismo e sinais clinicos de
contaminagdo ou infecgdo das feridas. Os “swabs” estéreis das feridas do G2 e G3 nao
apresentaram crescimento bacteriano e fdngico. Porém, nas feridas do G1 foi
identificado Pseudomonas aeruginosa no momento 3POS.

Na avaliagdo macroscopica ndo foram observadas diferencgas significativas nas
variaveis crosta e tecido de granulagdo em todos os grupos nos momentos avaliados

(Tabela 2). A evolucdo do processo cicatricial foi apresentada na figura 2.
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Tabela 2. Parametros macroscopicos das feridas do G1, G2 e G3 avaliadas no 3POS,
7POS, 10POS e 14POS.

Variaveis/Grupos 3POS 7POS 10POS 14POS
Crosta
Gl (n=28) 2 1 0 0
G2 (n=28) 2 1 0 0
G3(n=28) 2 1 0 0
Pus
Gl(n=28) Ausente  Ausente Ausente Ausente
G2 (n=18) Ausente  Ausente Ausente Ausente
G3(n=28) Ausente  Ausente Ausente Ausente
Tecido de granulacao
Gl (n=8) 1 2 1 1
G2 (n=28) 1 2 1 1
G3(n=8) 1 1 1 0

*Classificacdo das varidveis crosta e tecido de granulacdo: ausente (grau 0), leve (grau 1), moderada (grau
2) e intensa (grau 3). Classificacdo da variavel pus: ausente e presente.

7POS

10POS

- =3

Figura 2. Evolucdo do processo cicatricial do G1, G2 e
G3 nos momentos: 3POS, 7POS, 10POS e 14POS.
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Avaliacdo morfométrica e tensiométrica

Em relacdo as areas e profundidade das feridas foi observada uma diminuicéao
significativa (p < 0,05) e um aumento significativo (p < 0,05) das contragfes em todos
0s grupos entre 0s momentos 7POS e 14POS (Tabela 3). Foi verificado um aumento
significativo (p < 0,05) nos valores da FTM e diminuicdo significativa da DM em todos

0S grupos entre o sétimo dia e 14° dia de pds-operatorio (Tabela 3).

Tabela 3. Mediana (Med) e amplitude (minima - min e maxima - max) dos valores das

areas, contragdes, profundidades, FTM e DM do G1, G2 e G3 avaliados nos momentos:

7POS e 14POS.

Variaveis 7POS 14POS

Med (min - max) Med (min - max)
Area (cm?)
Gl (n=28) 7,50% (5,700 — 9,10) 3,50° (2,90 — 5,40)
G2 (n=28) 8,907 (7,10 - 9,70) 4,10° (3,00 — 6,00)
G3 (n=8) 8,0% (6,50 — 11,90) 4,00° (1,20 - 5,60)
Contracéo (%)
G1 (n=8) 47,50 (38,00 — 51,00) 74,50% (62,00 — 78,00)
G2(n=38) 35,00 (34,00 — 61,00) 71,00% (60,00 — 79,00)
G3 (n=8) 41,50 (21,00 — 63,00) 71,50% (64,00 — 91,00)
Profundidade (mm)
Gl(n=8) 1,19%(0,62 — 1,51) 0,75° (0,46 — 0,84)
G2 (n=28) 0,99% (0,46 — 1,16) 0,65° (0,47 — 1,09)
G3 (n =8) 0,74* (0,47 — 1,58) 0,66° (0,47 - 1,09)
FTM (N)
G1l(n=28) 2,14° (1,16 — 3,50) 5,917 (1,07 —8,05)
G2 (n=8) 4,29 (2,56 — 6,71) 5,13% (3,21 -7,19)
G3(n=8) 2,42" (0,89 — 5,40) 5,93% (1,07 —8,05)
DM (mm)
Gl (n=8) 10,25% (6,63 — 14,19) 5,19° (3,09 — 6,61)
G2(n=8) 11,18%(5,26 — 20,02) 4,79° (3,98 - 7,82)
G3(n=8) 8,86 (4,71 — 16,37) 5,23 (3,09 — 6,61)

*Medianas seguidas por letras minUsculas representaram diferenca significativa ao longo dos tratamentos

(p < 0,05).
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Avaliacdo histoldgica

Na comparacdo entre os grupos foram observadas diferencas significativas (p <
0,05) em relacéo a intensidade do infiltrado celular inflamatério entre 0 G1 e G2 (G1 >
G2) e G3 e G2 (G3 > G2) em todos os momentos avaliados. Paralelamente, no G2 foi
identificado uma diferenca significativa da caracteristica do infiltrado celular
inflamatdrio misto (neutréfilos e mondcitos) para infiltrado celular mononuclear entre o
7POS e 14POS. Contudo, as feridas do G1 e G3 mantiveram um infiltrado inflamatorio
misto em ambos 0s momentos.

Com relacdo a neovascularizacdo e presenca de fibroblastos, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos e entre 0s momentos. Nas feridas
do G1 e G3 foi observado uma intensidade moderada de neovascularizacdo e presenca
de fibroblastos, contudo nas feridas do G2 verificou-se uma intensidade leve, em ambos
0s momentos (7POS e 14POS).

As feridas do G2 apresentaram distingdo das camadas dérmicas em ambos 0s
momentos, porém essa distincdo foi observada no G1 e G3 somente 14 dias ap0s o
inicio dos tratamentos. Na figura 3 foram ilustradas as lesGes nos exames histoldgicos

das feridas cutaneas 14 dias de p6s-operatorio.
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Figura 3. Lesdo histoldgica das feridas do G1 (A) e G3 (C) com presenca de
infiltrado inflamatério misto (células polimorfonucleares e mononucleares)
intenso (setas pretas), neovascularizagdo moderada (setas brancas) e presenca de
fibroblastos com colageno em padrdo linear (estrela preta); e das feridas do G2
(B) evidenciando infiltrado inflamatério mononuclear moderado (seta preta) e

neovascularizacéo leve (seta branca) [H&E].
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Discussao

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da associacdo do mel in natura e
solucdo hidroalcodlica de prépolis (5%) com excipiente lipofilico ou hidrofilico na
cicatrizacao de feridas cutaneas em ratos Wistar, enfatizando a evolugdo macroscopica e
histoldgica, e a resisténcia a tracao do tecido cicatricial. A associa¢do do mel in natura e
solucdo hidroalcoolica de propolis a 5% em excipiente lipofilico demonstrou efeitos
cicatrizantes benéficos na avaliacdo histolégica comprovando parcialmente a hipotese
inicial. O uso da tomografia computadorizada para avaliacdo objetiva da profundidade
das feridas, e dos is6topos estaveis para a determinacdo de frequéncia de aplicacdo dos
produtos tornou o presente estudo inédito visto que até 0 momento desconhece-se 0 seu
uso em estudos similares.

A utilizacdo de protocolos terapéuticos em feridas tem como objetivo diminuir o
tempo de oclusdo e melhoria na qualidade do tecido cicatricial final, e assim evitando
possiveis complicacBes, como as contaminacdes e infec¢bes (2,24-25). Nesse contexto,
a terapia de cicatrizacdo por meio de produtos naturais esta associada com 0s seus
efeitos colaterais minimos, caréncia de risco de poluicdo ambiental associado ao
descarte de residuos quimicos (3) e diminuicdo de uso de antibi6ticos visto que o mel e
a prépolis possuem efeito antimicrobiano (28-29,41), conforme observado no presente
estudo.

O mel e a prdpolis sdo substancias produzidas pelas abelhas da espécie Apis
mellifera e usadas no tratamento de feridas devido as suas propriedades anti-
inflamatoria, aumento da vascularizagdo e do tecido de granulagdo no leito da lesé&o,

imunomoduladora, antioxidante e antimicrobiana (4,15,26-28).
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A acdo terapéutica do mel e da propolis é afetada pela localizacdo geografica da
planta, estacdo de coleta e a espécie de abelha (11,20,22). Ambos os produtos utilizados
no presente estudo foram adquiridos na regido P6lo Cuesta do municipio de Botucatu,
Sdo Paulo, Brasil, garantindo a padronizacdo, homogeneidade quimica e qualidade
fisico-quimica (12,16,20-22,29).

O mel teve na sua composicdo alta concentracdo de frutose, glicose, maltose e
sacarose; vitaminas, aminoacidos, proteinas e peréxido de hidrogénio, e o pH variou
entre 3,78 a 4,68. Essas substancias garantiram as propriedades cicatrizantes,
antimicrobianas e antioxidante do mel (4-6,14,30-31). Por sua vez, na composicdo da
prépolis incluiu os compostos fenolicos com concentragdo maior que 0,5%, flavonoides
acima de 0,25% e atividade antioxidante menor que 22 segundos, conferindo a sua agédo
cicatrizante, antioxidante e antimicrobiana (14,32).

Efeitos cicatrizantes significativos foram observados com o uso de diferentes
concentracdes etanoicas da propolis (33-35), mesmo quando associados ao mel (17,19).
Os excipientes monofésicos usados no presente estudo ndo apresentaram acao
terapéutica, e suas propriedades foram associadas a conservacdo e estabilizacdo dos
produtos (36). A auséncia de acdo cicatrizante dos excipientes foi comprovada por meio
de estudo piloto utilizando a mesma metodologia do presente estudo, e ndo foram
observadas diferencas significativas morfométricas e morfoldgicas e entre 0s grupos
testados e grupo controle.

Os exames microbiologicos ndo identificaram presenca de microrganismos nas
feridas do G2 e G3. Contudo, nas feridas do G1 foi identificado a presenca
Pseudomonas aeruginosa no terceiro dia de pos-operatério. Esse microrganismo é
considerado oportunista, ou seja, raramente causa afecgdes em um sistema imunolégico

saudavel (37). A auséncia de sinais macroscopicos de contaminagdo ou infeccdo e
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exames microbiolégicos negativo no G2 e G3 associada a auséncia de variagdo
significativa da temperatura corporal e da massa corporea confirmou a acédo
antimicrobiana profilatica da associacdo do mel in natura e da solugéo hidroalcodlica da
prépolis (5%). A propriedade antimicrobiana do mel foi associada a presenca de
perdxido de hidrogénio que induz um pH acido no leito da ferida e liberacdo de fatores
oxidantes conferindo sua propriedade antioxidante; a concentracdo de agucares que
determina uma alta osmolaridade na lesdo; e a imunomodulacao (4,28,38-39). O efeito
antibacteriano da prépolis foi relacionado com a presenca dos flavonoides, acidos e
ésteres (32,40-41).

Ao se avaliar os valores das areas das feridas verificou-se que todos 0s grupos
apresentaram uma diminuicédo significativa (p < 0,05) entre 0 7POS e 14 POS, sendo
que o G1 apresentou menor area durante as avaliacdes e os valores das areas do G2 e
G3 foram similares em ambos os momentos. Esses achados foram similares com a
porcentagem de contracdo das feridas, ou seja, ocorreu um aumento significativo (p <
0,05) da porcentagem ao longo dos tratamentos em todos 0s grupos. A maior contracdo
foi observada nas feridas do G1 e menor contracdo nas feridas do G2 e G3.

A mensuracdo da profundidade das feridas foi realizada por meio de exames
tomograficos visto ser mais objetivo em relacdo ao paquimetro. A pesquisa
bibliogréafica realizada pelos autores revelou a auséncia de uso da tomografia
computadorizada na avaliacdo da profundidade de feridas cutaneas, tornando o método
inovador e inédito para 0 campo de pesquisa sobre a cicatrizagdo. Com relacdo aos
valores da profundidade das feridas foi observado uma diminuigéo significativa (p <
0,05) em todos os grupos ao longo dos momentos avaliados. Sete dias ap6s o inicio dos
tratamentos (7POS) as feridas do G3 apresentaram menor profundidade em relacdo as

feridas do G1 e G2; e no 14° dia de pos-operatério 0s grupos G2 e G3 apresentaram
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valores similares e menores quando comparado com o grupo G1. Esse fato foi associado
a acdo da associagdo do mel e da prépolis na formacdo exagerada do tecido de
granulacdo no estudo visto que a menor profundidade de ferida esta associada a maior
granulacdo, e assim, pode ocorrer o atraso da contracdo na fase de remodelacéo (1,42).
Desse modo, sugeriu-se que macroscopicamente as feridas tratadas com a associacao do
mel in natura e solucdo hidroalcodlica de propolis (5%) em excipiente lipofilico e
hidrofilico atuaram de forma negativa na ferida até 14 dias ap6s o inicio dos
tratamentos, corroborando com a literatura no que diz respeito no uso da pomada de
prépolis (24). Efeitos positivos macroscopicos foram verificados na cicatrizagdo de
feridas cutaneas de ratos Wistar por meio de associacdo do mel com solucdo
hidroalcodlica de prépolis (10%) ou com solucdo hidroalcodlica de propolis (5%)
(17,19).

Os testes tensiométricos sdo considerados padrdo-ouro na avaliacdo do processo
de cicatrizacdo, porém fornece resultados mais fidedignos na fase de remodelacdo (43).
Nas primeiras duas semanas do processo cicatricial, a resisténcia da cicatriz é
diretamente proporcional a quantidade de colageno depositada no leito da ferida
(43,44). Contudo, no inicio da cicatrizacdo, o tecido cicatricial € mais delicado e sua
resisténcia tensil € menor e depende da capacidade de sustentacdo das suas bordas (45).

Ao longo dos momentos foi possivel verificar um aumento significativo dos
valores da FTM e uma diminuicao significativa dos valores da DM em todos 0s grupos
entre 7POS e 14PQOS, conferindo o aumento da tensdo entre as fibras colagenas. No
sétimo dia de pos-operatdrio foi observado maior valor da FTM nas feridas do G2 e
menor valor da DM no G3. Apos 14 dias do inicio dos tratamentos o G1 e G3
apresentaram valores similares da FTM e maiores em relagdo ao G2. Campos et al. (1)

relacionaram o aumento dos valores da FTM e diminuicdo da DM com a fase
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proliferativa. Os mesmos autores afirmaram que a caracteristica qualitativa da ferida
depende do colageno Il que mais tarde é reabsorvido e um coldgeno mais espesso e
organizado ao longo das linhas de tensdo, refletindo em aumento da forca tensil da
ferida.

Para além da capacidade do mel em remover microrganismos que causam
inflamacéo e atrasam a cicatrizacdo, ele possui propriedades anti-inflamatorias diretas,
como a reducdo do infiltrado inflamatério, do edema e do exsudato e,
consequentemente, reducdo da fase inflamatoria (46). Por sua vez, os flavonoides
presentes na prépolis agem como potencial anti-inflamatorio pelo blogueio da liberacao
dos mediadores inflamatorios pelos mastocitos e, assim, inibem a inflamacéo (47).

As fases inflamatdria e proliferativa corresponderam com o primeiro e segundo
momento de avaliacdo histolégica, 7POS e 14POS, embora se deva considerar a
sobreposicdo das fases de cicatrizacdo (2). Durante a fase inflamatdria ocorre uma
resposta vascular e presenca de células inflamatdrias, predominantemente neutréfilos e
macrofagos derivados dos mondcitos (2,42). Por sua vez, a fase proliferativa é
caracterizada pela formacdo do epitélio, neovascularizacdo e tecido de granulacdo
(1,42).

Durante a avaliacdo da intensidade do infiltrado inflamatério foram verificadas
diferencas significativas em todos os momentos avaliados, sendo que os grupos G1 e
G3 apresentaram um infiltrado intenso (grau 3) em relacdo ao G2 que demonstrou um
infiltrado moderado (grau 2). Esse fato associado a manutencdo de infiltrado
inflamatorio misto nas feridas do G1 e G3 no 14POS; e a distin¢do das camadas
dérmicas no G2 em ambos os momentos, confirmou-se que histologicamente as feridas
do G2 obtiveram melhor efeito cicatrizante. Diferentemente, na literatura ndo foram

observadas diferencas significativas em relacdo a intensidade e caracteristica do
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infiltrado inflamatdrio nas feridas cutineas de ratos Wistar tratadas com a mistura do
mel in natura e solucédo hidroalcodlica de prépolis (5%) (19).

Todos os grupos apresentaram uma neovascularizacao e presenca de fibroblastos
leve e moderada no 7POS e 14POS, contribuindo com a auséncia de efeitos benéficos
das pomadas nesta fase de cicatrizacdo, corroborando com a literatura (19). Uma
vascularizacdo intensa estimula a oxigenacdo e formacdo do tecido de granulacéo e,
consequentemente, acelera a cicatrizacdo (46,48). Na fase proliferativa, 0 mel induz a
proliferacdo das células epiteliais e a neovascularizacdo por meio do peroxido de
hidrogénio e sua propriedade semelhante a insulina (17,49). O aumento da
neovascularizacdo induz a maior disponibilidade dos nutrientes e oxigénio para as
células fibroblastica, e o pH &cido do meio estimula a liberacdo do oxigénio da
hemoglobina (50). Por sua vez, a presenca dos flavonoides na propolis estimula a
granulacdo tecidual e ao aumento da quantidade de colagenos tipo | e Il, e desse modo
auxiliando na contracdo mais rapida da ferida (14-16).

A escassez no que diz respeito a informacéo sobre a dose e efetividade clinica da
prépolis na cicatrizacdo de feridas faz com que a sua eficacia seja variavel (14). A
principal limitacdo do estudo foi a auséncia de grupo experimental de feridas tratadas
com a associacdo do mel e da prépolis sem incorporacdo dos excipientes. Neste
contexto, futuros estudos devem ser realizados com mais um grupo experimental. O uso
da tomografia computadorizada na avaliacdo da profundidade das feridas e dos is6topos
estaveis na determinacdo da frequéncia de aplicacdo dos produtos devem ser repetidos

em futuros estudos para que haja uma padronizacdo na metodologia.
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Conclusodes

Histologicamente, a associacdo do mel in natura e solucdo hidroalcodlica de
prépolis (5%) em excipiente lipofilico demonstra ter maior efeito benéfico na
cicatrizacdo de feridas cirdrgicas cutaneas ndo contaminadas de ratos Wistar num
periodo de avaliacdo de 14 dias. Paralelamente, a associacdo de ambos os produtos em

excipiente lipofilico ou hidrofilico apresentam efeitos antimicrobianos.
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FERIDAS CUTANEAS

Animal - CONCEA.

% f
frarer UMIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

A fmvz - unesp

B —
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Atesto que o Projeto "AVALIACAO DA ACAO CICATRIZANTE DA POMADA A
BASE DE MEL E SOLUGAO HIDROALCOOLICA DE PROPOLIS 5% EM
INDUZIDAS CIRURGICAMENTE EM RATOS
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